Inmunoterapia de células NK para el tratamiento de cáncer colorrectal con mutaciones de resistencia a drogas by Lanuza Morte, Pilar Mª et al.
2020 80
Pilar Mª Lanuza Morte
Inmunoterapia de células NK para
el tratamiento de cáncer




Bioquímica y Biología Molecular y Celular
Pardo Jimeno, Julián
Arias Cabrero, Maykel Alberto
© Universidad de Zaragoza
Servicio de Publicaciones
ISSN 2254-7606
Reconocimiento – NoComercial –
SinObraDerivada (by-nc-nd): No se
permite un uso comercial de la obra
original ni la generación de obras
derivadas.
Pilar Mª Lanuza Morte
INMUNOTERAPIA DE CÉLULAS NK PARA EL
TRATAMIENTO DE CÁNCER COLORRECTAL CON
MUTACIONES DE RESISTENCIA A DROGAS
Director/es
Bioquímica y Biología Molecular y Celular
Pardo Jimeno, Julián




Repositorio de la Universidad de Zaragoza – Zaguan   http://zaguan.unizar.es
UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA 
Departamento de Bioqumímica y Biología Molecular y Celular 















Inmunoterapia de células NK para el tratamiento de 




Memoria presentada por 
Pilar Mª Lanuza Morte 
 
 
Graduada en Farmacia 
Para optar al grado de Doctor por la 
Universidad de Zaragoza 
 





































Dr. Julián Pardo Jimeno, Doctor en Ciencias e Investigador ARAID en el Centro de Investigaciones 
Biomédicas de Aragón (CIBA) de la Universidad de Zaragoza; y Dr. Maykel Alberto Arias Cabrero, 





Que la Tesis Doctoral titulada: “Inmunoterapia de células NK para el tratamiento de cáncer 
colorrectal con mutaciones de resistencia a drogas”, ha sido realizada en el Departamento de 
Bioquímica y Biología Molecular y Celular de la Facultad de Ciencias de la Universidad de 
Zaragoza y en el Centro de Investigaciones Biomédicas de Aragón, y que reúne las condiciones 
requeridas para que su autora Pilar Mª Lanuza Morte pueda optar al Grado de Doctor en 







































































Este trabajo ha sido realizado gracias a una Beca de Formación de Personal Docente Investigador 






5-FU: 5-Fluorouracilo  
7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D 
ABB: Tampón de unión de Anexina-V (del inglés, Annexin-V Binding Buffer) 
APC: Aloficocianina (del inglés, Allophycocyanine) 
CCR: Cáncer Colorectal 
CEACAM: Molécula de Adhesión Celular relacionada con el Antígeno Carcinoembrionario (del 
inglés, Carcinoembryonic Antigen related Cell Adhesion Molecule) 
CTLA-4: Antígeno 4 del Linfocito T Citotóxico (del inglés, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) 
CXCR3: Receptor de Quimioquina C-X-C tipo 3  (del inglés, C-X-C chemokine receptor type 3) 
DC: Células dendríticas (del inglés, Dendritic Cell) 
DMSO: Dimetilsulfóxido  
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
EBV: Virus Epstein-Barr  
EDTA: Ácido Etilendiaminotetraacético (del inglés, Ethylendiaminetetraacetic Acid) 
FITC: Isotiocianato de Fluoresceína (del inglés, Fluorescein Isotiocyanate) 
FC: Citometría de Flujo (del inglés, Flow Cytometry)  
Fc: Fracción constante del anticuerpo 
FMO: Fluorescencia menos uno (del inglés, Fluorescence Minus One)  
GFP: Proteína Fluorescente Verde (del inglés, Green Fluorescent Protein) 
HLA: Antígeno Leucocitario Humano (del inglés, Human Leucoyte Antigen) 
ICAM-1: Molécula de Adhesión Intercelular (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1) 
IL: Interleuquina 
I.P: Intraperitoneal 
KIR: Receptores de tipo Inmunoglobulina de células NK (del inglés, Killer Immunoglobuline-like 
Receptors) 
LAG-3: Gen 3 de Activación de Linfocitos (del ingés, Lymphocyte-Activation Gen 3) 
LCL: Línea Celular Linfoblastoide (del inglés, Lymphoblastoid Cell Line) 
Lamp-1: Proteína de Membrana Asociada a Lisosoma 1 (del inglés, Lysosomal-Associated 
Membrane Protein 1) 
mAb: Anticuepo monoclonal 
 ABREVIATURAS 
MC: Monoclonal 
MICA/B: Proteína relacionada con la cadena A y B de MHC (del inglés, MHC class I chain-related 
protein A and B) 
Nec-1: Necrostatina-1 
NK (célula): Célula Asesina Natural (del inglés, Natural Killer) 
NSGTM : NOD Scid Gamma 
PBMC: Célula Mononuclear de Sangre Periférica (del inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cell) 
PBS: Tampón Fosfato Salino (del inglés, Phosphate Buffered Saline) 
PerCP: Proteína de Peridina-Clorofila (del inglés, Peridinin-Chlorophyll-protein) 
PD-1: Molécula de Muerte Celular Programada-1 (del inglés, Programmed Dead-1) 
PE: Ficoeritrina (del inglés, Phycoeritrine) 
PFA: Paraformaldehído 
PVR: Receptor de poliovirus (del inglés, Poliovirus Receptor) 
RT: Temperatura ambiente 
SFB: Suero Fetal Bovino 
TIM-3: Receptor de células T con dominio de Inmunoglobulina y Mucina 3 (del inglés, T cell 
immunoglobulin and mucin-domain containing-3) 































 1. Introducción ................................................................................................................. 3 
1.1 Sistema inmune y cáncer ...................................................................................................... 3 
1.1.1 Conceptos generales del sistema inmune ..................................................................... 3 
1.1.2 Concepto de tumor: células transformadas y microentorno tumoral .......................... 4 
1.1.3 Teoría de la inmunovigilancia ........................................................................................ 9 
1.1.3.1 El ciclo de la inmunidad antitumoral ...................................................................... 10 
1.1.4 Inmunoedición y evasión del sistema inmune ............................................................ 12 
1.1.4.1 Mecanismos de evasión del sistema inmune .......................................................... 14 
1.2 Células NK ........................................................................................................................... 16 
1.2.1    Desarrollo de las células NK humanas ........................................................................ 16 
1.2.1.1 Células NK: un tipo de célula linfoide innata (ILC) ................................................... 18 
1.2.2     Subgrupos de células NK ........................................................................................... 19 
1.2.3     Receptores de las células NK ..................................................................................... 21 
1.2.3.1 Receptores de adhesión ........................................................................................... 21 
1.2.3.2 Receptores de Inhibición .......................................................................................... 22 
1.2.3.3 Receptores de activación ......................................................................................... 23 
1.2.3.4 Receptores de citoquinas y quimiocinas .................................................................. 26 
1.2.4    Educación, tolerancia y homeostasis de células NK ................................................... 26 
1.2.5    Activación de células NK ............................................................................................. 28 
1.2.6    Mecanismos efectores de las células NK .................................................................... 30 
1.2.6.1 Liberación de citoquinas ......................................................................................... 30 
1.2.6.2 Vía de los ligandos de muerte ................................................................................. 30 
1.2.6.3 Vía de la exocitosis granular ................................................................................... 31 
1.2.7    Células NK en el microentorno tumoral ..................................................................... 36 
1.3. Inmunoterapia .................................................................................................................. 37 
1.3.1    Inmunoterapia activa ................................................................................................. 37 
1.3.1.1 No específica. Moduladores del sistema inmune .................................................... 37 
1.3.1.2 Específica. ................................................................................................................ 39 
1.3.1.2 a Vacunas ................................................................................................................ 39 
1.3.1.2 b Anticuerpos reguladores de puntos de control del sistema inmune..................... 40 
1.3.2    Inmunoterapia pasiva ................................................................................................. 41 
1.3.2.1 Específica. Anticuerpos antitumorales .................................................................... 41 
1.3.2.2 Virus oncolíticos ....................................................................................................... 43 
1.3.2.3 Inmunoterapia celular adoptiva .............................................................................. 43 
1.3.2.3 a Inmunoterapia celular adoptiva no específica ..................................................... 43 
1.3.2.3.b Inmunoterapia celular adoptiva específica .......................................................... 44 
 1.3.3    Inmunoterapia basada en células NK ......................................................................... 47 
1.3.3.1 Inmunoterapia celular adoptiva con células NK ...................................................... 47 
1.3.3.1 a Fuentes de células NK ........................................................................................... 48 
1.3.3.1 b Protocolos de activación y expansión de células NK ............................................ 50 
1.3.4  Retos de la inmunoterapia ........................................................................................... 52 
1.4 Cáncer colorrectal .............................................................................................................. 53 
1.4.1   Patogenia del CCR: carcinogénesis y metástasis ......................................................... 53 
1.4.2    Clasificación del CCR ................................................................................................... 56 
1.4.2.1 Principales alteraciones moleculares ...................................................................... 57 
1.4.3      Interacción tumor-microentorno ............................................................................. 59 
1.4.4    Tratamientos del cáncer colorrectal .......................................................................... 61 
1.5. Modelos tridimensionales para el estudio de tumores sólidos ...................................... 65 
1.5.1     Propiedades biológicas y físico-químicas de los cultivos 3D ..................................... 65 
1.5.2    Clasificación de los modelos 3D ................................................................................. 67 
1.5.3    Métodos de generación de esferoides ....................................................................... 68 
1.5.3.1 Métodos sin scaffolds .............................................................................................. 69 
1.5.3.2    Métodos basados en scaffolds .............................................................................. 70 
2. Antecedentes y objetivos............................................................................................ 73 
3. Materiales y métodos ................................................................................................. 79 
3.1 Cultivos celulares ............................................................................................................... 79 
3.1.1 Líneas celulares ............................................................................................................ 79 
3.1.1.1 Detección y eliminación de micoplasmas ............................................................... 79 
3.1.1.2 Establecimiento y mantenimiento de cultivos convencionales ........................... 80 
3.1.1.3 Establecimiento y mantenimiento de cultivos tridimensionales ......................... 81 
3.1.2 Células NK primarias .................................................................................................... 83 
3.1.2.1 Aislamiento de PBMCs ......................................................................................... 84 
3.1.2.2 Generación de células NK activadas a partir de PBMCs ...................................... 84 
3.1.2.2.a  Activación a corto plazo de PBMCs de donantes sanos ...................................... 84 
3.1.2.2.b  Activación y expansión de PBMCs de donantes sanos ........................................ 85 
3.1.2.2 c  Activación a corto plazo de PBMCs de donantes sanos con mAbs inmuno-
moduladores ........................................................................................................................ 87 
3.1.2.2 d  Activación de PBMCs de pacientes con cáncer .................................................... 87 
3.1.2.3 Obtención de células NK ..................................................................................... 87 
3.1.3 Recuento y viabilidad celular ......................................................................................... 88 
3.2 Análisis de viabilidad celular mediante PrestoBlue® ........................................................ 88 
3.3 Análisis por citometría de flujo ................................................................................... 89 
 3.3.1 Citotoxicidad mediada por células NK ............................................................................ 89 
3.3.1.1 Marcaje de células NK con sonda fluorescente ...................................................... 89 
3.3.1.2 Co-cultivo de células NK y células diana .................................................................... 89 
3.3.1.3 Evaluación de las vías de muerte celular implicadas en la citotoxicidad mediada por 
células NK .................................................................................................................. 90 
3.3.1.4 Citotoxicidad mediada por células NK en combinación con anticuerpos inhibidores 
de checkpoints ........................................................................................................... 90 
3.3.1.5 Análisis de los parámetros de muerte celular ........................................................... 91 
3.3.2 Ensayo de degranulación de células NK: movilización de CD107a................................. 91 
3.3.2.1 Determinación de la degranulación de las células NK en combinación con 
anticuerpos inhibidores de checkpoints .................................................................... 93 
3.3.3 Determinación de la expresión de proteínas ................................................................. 93 
3.3.3.1 Análisis de proteínas de superficie celular ................................................................ 93 
3.3.3.2 Análisis de proteínas intracelulares .......................................................................... 94 
3.3.4 Tratamiento de datos ..................................................................................................... 94 
3.4 Ensayos de microscopía de fluorescencia .................................................................... 97 
3.4.1 Análisis de la eliminación del esferoide por microscopía convencional de fluorescencia.
 97 
3.4.2 Análisis de la penetración de células NK en el esferoide por microscopia confocal ...... 97 
3.4.3 Tratamiento de datos ..................................................................................................... 98 
3.5 Modelo de xenotrasplante tumoral en ratón y análisis de la actividad antitumoral de 
células NK expandidas ..................................................................................................... 99 
3.5.1 Modelo animal ............................................................................................................... 99 
3.5.2 Terapia adoptiva de células NK alogénicas activadas .................................................... 99 
3.5.2.1 Evaluación del desarrollo tumoral en modelo ectópico ............................................ 99 
3.5.2.2 Evaluación del tratamiento con células NK alogénicas ............................................. 99 
3.6 Análisis estadístico .................................................................................................. 100 
4. Resultados y discusión .............................................................................................. 105 
4.1 Caracterización de los cultivos celulares de CCR ............................................................ 105 
4.1.1    Establecimiento de los cultivos de las líneas celulares de CCR ................................ 106 
4.1.2    Análisis de los ligandos de células NK en cultivos 2D y 3D ....................................... 109 
4.1.3    Análisis de la sensibilidad a tratamientos de quimioterapia .................................... 116 
4.1.4    Discusión................................................................................................................... 117 
4.2 Evaluación de la sensibilidad de las líneas celulares de CCR ataque de las células NK 
alogénicas ............................................................................................................................... 124 
4.2.1    Estudio de citotoxicidad frente a cultivos 2D ........................................................... 124 
4.2.2     Estudio de citotoxicidad frente a cultivos 3D .......................................................... 128 
4.2.3    Co-relación entre la sensibilidad de las líneas de CCR y la expresión de ligandos ... 135 
 4.2.4    Estudio de la degranulación de las células NK ......................................................... 139 
4.2.5   Estudio de los mecanismos de muerte celular activados por las células NK ............ 140 
4.2.6    Discusión................................................................................................................... 142 
4.3 Evaluación de protocolos de activación y expansión de las células NK alogénicas ....... 148 
4.3.1 Identificación del mejor protocolo de expansión ....................................................... 148 
4.3.2 Caracterización de las células NK expandidas ............................................................. 150 
4.3.2.1 Análisis del fenotipo de las células NK expandidas ............................................... 150 
4.3.2.2 Análisis de la citotoxicidad de las células NK expandidas ..................................... 152 
4.3.3 Evaluación de la expansión de células NK en ausencia de linfocitos T ....................... 153 
4.3.4 Evaluación de la expresión de receptores en las células NK expandidas ................... 156 
4.3.5 Efecto del bloqueo de checkpoints con mAbs sobre la actividad de células NK de 
donantes sanos ....................................................................................................... 160 
4.3.5.1 Evaluación de la citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en 
combinación con bloqueantes de checkpoints .................................................................. 160 
4.3.5.2 Evaluación de la citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en presencia 
de un mAb bloqueante del eje PD-1/PD-L1 (Pembrolizumab). .......................................... 163 
4.3.6 Bloqueo del eje PD-1/PD-L1 en células NK de pacientes con CCR .............................. 165 
4.3.7 Discusión ..................................................................................................................... 167 
4.4 Evaluación de la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas expandidas sobre 
CCR en un modelo de xenotrasplante en ratón. ................................................................... 177 
4.4.1 Tratamiento de tumores subcutáneos de líneas celulares de CCR con células NK 
expandidas .............................................................................................................. 177 
4.4.2    Discusión................................................................................................................... 180 
5. Conclusiones ................................................................................................................ 185 
6. Bibliografía ............................................................................................................... 191 
ANEXOS........................................................................................................................... 227 
ANEXO 1 -  Reactivos .............................................................................................................. 227 
ANEXO 2- Paneles para el análisis multiparamétrico de los marcadores de las células NK 
mediante citometría de flujo .................................................................................................. 228 















































































































1.1 Sistema inmune y cáncer 
1.1.1 Conceptos generales del sistema inmune 
El sistema inmune es el encargado de proteger la integridad del organismo en 
infecciones y enfermedades. Tradicionalmente, la organización del sistema inmune se ha 
dividido en dos partes: inmunidad innata e inmunidad adaptativa. Sin embargo, a nivel 
fisiológico, las dos partes se encuentran interrelacionados de forma dinámica, lo que permite 
combinar las características de cada uno de ellos, para una defensa más eficaz. (1) 
 
El sistema inmune innato parte de barreras fisiológicas como la piel y las mucosas y, a 
través de sus componentes celulares y mediadores solubles, genera una primera respuesta 
rápida y poco específica. En esta respuesta se reconocen estructuras compartidas por los 
agentes patógenos (PAMPs; del inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) a través de 
receptores (PRR; del inglés, Pattern Recognition Receptor) del organismo. A él pertenecen 
células citotóxicas como las células asesinas naturales (NK; del inglés, Natural Killer), o  
fagocíticas como los neutrófilos, los macrófagos y las células dendríticas (DC; del inglés, Dendritic 
Cell). Además, debido a esta respuesta innata se desencadenan mecanismos de defensa como 
la inflamación, que ayuda a activar y modular el sistema inmune adaptativo. Así se entiende 
que la inmunidad adaptativa se genere de forma retardada. Sin embargo, presenta una amplia 
diversidad de reconocimiento antigénico, debido a un proceso de reorganización somática en 
los genes de los receptores de sus tipos celulares. A ella pertenecen los linfocitos T, que median 
la respuesta inmunitaria celular; y los linfocitos B, que desencadenan la respuesta inmunitaria 
humoral basada en anticuerpos. Su activación específica da lugar a una expansión clonal de los 
linfocitos que reconocen el antígeno (epítopo), los cuales adquieren memoria inmunológica, 
permitiendo una respuesta más eficiente tras un segundo encuentro con el antígeno. (2) 
 
En definitiva, el conjunto de mecanismos implicados en la respuesta inmune 
proporcionan una defensa del organismo al reconocer y eliminar agentes patógenos, ya sean 







1.1.2 Concepto de tumor: células transformadas y microentorno tumoral 
Los tumores son agentes endógenos que suponen un peligro para el organismo. Para 
entender por qué suponen un riesgo y qué papel adopta el sistema inmune frente a ellos, surge 
primero la pregunta: ¿qué es una célula tumoral, y en qué se diferencia de una célula normal?  
 
Las células tumorales son células transformadas, que presentan moléculas de estrés o 
un perfil antigénico distinto al de las células normales. La aparición de estas células se debe a la 
acumulación de mutaciones y otras alteraciones del material génico, por ejemplo, a nivel del 
epigenoma (3). Tal y como describieron Hanahan y Winberg en 2011 (Figura 1.1), se han 
identificado dos principales factores que contribuyen a la consolidación de estas alteraciones: la 
inestabilidad genómica y la inflamación crónica (4). Normalmente, las células cuentan con la 
maquinaria apropiada para la reparación del DNA, así como otros sistemas de vigilancia de la 
integridad genómica que conducen a las células dañadas a un estado de senescencia o a 
apoptosis (5). Sin embargo, hay ocasiones en que la célula consigue superar estos mecanismos 
y desarrolla unas características biológicas que le confieren ventajas para sobrevivir, 
multiplicarse y diseminarse a otros órganos y tejidos. Estas características se conocen como los 
hallmarks del cáncer (Figura 1.1), descritos por primera vez en 2000 (6).  
 
 
Figura 1.1 Características del cáncer.  La inestabilidad genómica y la inflamación crónica son dos factores 
promotores del cáncer que ayudan a adquirir las ocho características o hallmarks, que confieren ventajas 






Por otro lado, y con un enfoque más particular en los tumores sólidos, es necesario 
considerar que éstos son órganos complejos que van más allá de las células transformadas. (4) 
A su alrededor existen diversos componentes, que conforman el denominado estroma tumoral, 
con los que se encuentran en una continua interacción (Figura 1.2) (7). Estos componentes 
generan un “microentorno tumoral” (TME, del inglés; Tumor Microenvironment), que favorece 
el desarrollo y la progresión del tumor y consolidan los hallmarks del cáncer; entre ellos, la 
capacidad de evadir el ataque del sistema inmune. (7) 
 
 Matriz extracelular (ECM, del inglés, Extracellular Matrix):  
Es una matriz alterada, que se caracteriza por ser más densa. Se debe a una fibrosis del 
estroma por el depósito de fibras de colágeno que, además, modifican su entrecruzamiento. 
Este fenómeno se ha asociado a una disminución de la infiltración linfocitaria y a un mal 
pronóstico (8).  
 
 Componente celular 
El TME presenta un conjunto de linfocitos infiltrantes de carácter antitumoral o 
inmunoregulador. Dentro del primer grupo, se encuentran los linfocitos T CD8+ activados y 
específicos de antígenos tumorales, linfocitos Tc (linfocitos T citotóxicos) y Tc de memoria 
(CD8+CD45+RO); así como los linfocitos CD4+ tipo TH1 (del inglés, T helper 1) que liberan IL-2 
(Interleuquina 2) e IFN-ɣ (Interferón ɣ). También puede haber un infiltrado de células NK y NKT 
(del inglés, Natural Killer T), aunque su efecto se ha visto más implicado en las primeras fases 
del desarrollo tumoral . La presencia de todas estas poblaciones se asocia a un buen pronóstico 
(9). Dentro del grupo de linfocitos inmunoregulares se encuentran otras poblaciones de 
linfocitos T CD4+ como TH2, TH17 y Treg (T reguladoras), que impiden la acción antitumoral y se 
asocian a mal pronóstico (7, 9). Finalmente, los linfocitos B suelen encontrarse en ganglios 
linfáticos y estructuras linfoides próximas al tumor. Su papel cuando infiltran el tumor no está 
claro, aunque se han asociado a buen pronóstico en humanos (10). Entre ellos, se han 
identificado distintas poblaciones como por ejemplo los linfocitos inmunosupresores Breg (11).  
 
También existe un compartimento de células mieloides. Asociada el tumor se encuentra 
una población de DCs, alterada debido a la hipoxia y el ambiente inflamatorio. Estas DCs, 
denominadas  DCs tolerogénicas, no pueden presentar correctamente los antígenos y liberan 





Transforming Growth Factor-β). Es por ello que pueden inhibir la respuesta de linfocitos 
efectores (apartado 1.1.4.1) (12, 13). Por otro lado, las MDSC (del inglés, Myeloid-derived 
supresor cells) son células mieloides inmaduras que inhiben la activación de los linfocitos T, a 
través de las enzimas óxido nítrico sintasa y arginasa, (14) e inducen el desarrollo de los linfocitos 
Treg y la polarización de los macrófagos a su fenotipo M2 (15). Los TAMs (del inglés, Tumor 
Associated Macrophages) son una población abundante que evolucionan de un fenotipo M1, 
asociado al rechazo tumoral, a un fenotipo protumoral M2 que favorece la angiogénesis, (16) la 
migración, la invasión y la metástasis (17). Así, están asociados con un mal pronóstico (7).  
 
Del mismo modo que ocurre con los macrógafos, existe una población de neutrófilos, 
denominada TAN (del inglés, Tumor Associated Neutrophils), que polarizan a su fenotipo 
protumoral N2 mediando angiogénesis (18), metástasis por degradación de la ECM (19) e 
inmunosupresión (20).  
 
Dentro de las células estromales, las  MSC (del inglés, Mesenchymal Stem Cells) son 
células derivadas de la médula ósea que contribuyen a la inmunosupresión (8). Los CAFs (del 
inglés, Cancer Associated Fibroblasts), son miofibroblastos que pueden derivar de las MSC, 
células endoteliales, mioepiteliales etc. (7) Segregan factores de crecimiento que  estimulan a 
las células tumorales, TGF-β, componentes de la ECM y enzimas remodeladoras (21). Además, 
se relacionan con un ambiente inflamatorio que favorece la progresión tumoral (22).  
 
 Las condiciones de hipoxia y las señales angiogénicas del tumor, o de las células 
inflamatorias, inducen a las células de la vasculatura a crear nuevos vasos. (23) Éstos se 
caracterizan por su porosidad, su estructura irregular (24) y cambios en la expresión de 
moléculas de adhesión que dificultan la llegada de linfocitos circulantes, por ejemplo 
disminuyendo ICAM (del inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1), VCAM (del inglés, Vascular 
Cell Adhesion Molecule) y E-selectina (25). Además, los pericitos son células estromales 
perivasculares cuya disminución en el recubrimiento vascular se asocia a metástasis y EMT (del 
inglés, Epithelial to Mesenchimal Transition) (23). Por otro lado, el tumor y los macrófagos 
dirigen la creación de nuevos vasos linfáticos a través de factores de crecimiento, lo que 






Finalmente, otros tipos celulares, como lo adipocitos, liberan adipoquinas que reclutan 
células malignas, y proporcionan ácidos grasos que promueven su crecimiento (7). 
 
 
Figura 1.2 Microentorno tumoral. El estroma asociado al tumor está formado por componentes celulares, 
así como por factores solubles y una matriz extracelular alterada.  
 
 
 Factores solubles:  
Los factores de crecimiento pueden estar asociados a proliferación tumoral, como el 
EGF (del inglés, Epidermal Growth Factor) o el FGF (del inglés, Fibroblast Growth Factor) (27); a 
la vascularización, como el VEGF (del inglés, Vascular endotelial Growth Factor) y a otras 
funciones (28). Entre ellos, destaca el TGF-β. Actúa como supresor tumoral antes de la 
consolidación del mismo. Pero una vez ya está establecido, favorece la metástasis promoviendo 
la transición EMT (29) y endotelial-mesenquimal (30). También induce la reorganización de la 
matriz extracelular (31, 32), la angiogénesis (33) y la inmunosupresión de células inmunes como 
linfocitos Tc y células NK (34).  
 
Las citoquinas están asociadas a los distintos perfiles inmunitarios: inflamatorio, 





inmunusupresor, protumoral o TH2 (COX2 [Ciclooxigenasa 2], PGE2 [Prostaglandina E2], IL-4, IL-
6, IL-8, IL-10) (35). 
 
Las quimiocinas están implicadas en la regulación de los tipos celulares que son atraídos 
al TME (9, 36). Por ejemplo, la expresión de CX3CL1 y CXCL9/10 atrae al conjunto de linfocitos 
asociado a un perfil antitumoral, como se ha definido anteriormente (37, 38). Sin embargo, 
muchos tumores inducen un cambio desde el perfil TH1 al perfil TH2 (28). La expresión de 
CCL2/4/5 atrae a células mieloides como MDSC (39); y la de CCL22 a linfocitos Treg (40). Además, 
la expresión de CXCL12 impide la llegada de los linfocitos T (41), y la de CXCL13 atrae a los 
linfocitos B y células plasmáticas inmunosupresoras (42). 
 
Finalmente, las células del estroma también son responsables de liberar enzimas 





Estas características del EMT han hecho que se convierta en una diana hacia la que se 
están dirigiendo nuevas estrategias terapéuticas. Así, actualmente se están buscando 
tratamientos dirigidos específicamente  a los distintos componentes y moléculas. Por ejemplo, 
inhibidores de la angiogénesis (frente a VEGF; del inglés, Vascular Endothelial Growth Factor), 
agonistas de receptores de citoquinas y quimiocinas (7), o anticuerpos monoclonales frente a 
receptores y ligandos involucrados en la inmunosupresión (frente a CTLA-4 o PD-1; tal y como 












1.1.3 Teoría de la inmunovigilancia  
La primera idea de que el sistema inmune ejerce un control sobre la aparición de los 
tumores fue propuesta por Ehrlich a principios del siglo XX (43).  Pero fue 50 años más tarde 
cuando Burnet y Thomas expusieron la hipótesis de la inmunovigilancia (44-46).  Todavía sin 
evidencias experimentales propusieron que, de manera natural, los linfocitos eran capaces de 
detectar y eliminar las células transformadas de manera espontánea. Posteriormente, esta 
hipótesis se mantuvo en debate por la falta de pruebas concluyentes (47, 48) y la concepción de 
los tumores espontáneos como algo “propio”, a lo que el sistema inmune presentaba tolerancia 
(1). 
 
Las pruebas experimentales que llevaron a confirmar la teoría de la inmunovigilancia 
llegaron en los años 90 gracias a los avances en la tecnología de anticuerpos monoclonales y 
genética de ratones (49). En primer lugar se observó que, ratones deficientes en perforina, un 
componente fundamental de los gránulos citotóxicos de linfocitos Tc y células NK, presentaban 
una mayor incidencia de tumores espontáneos que los controles de su misma estirpe (50). El 
mismo resultado se obtuvo para tumores  inducidos con el carcinógeno MCA (metilcolantreno) 
(51). Además, esta observación resultó tanto para tumores que expresaban MHC-I (del inglés, 
Major Histocompatibility Complex-I) y que debían ser reconocidos por linfocitos Tc; como para 
tumores carentes de MHC-I y que debían ser eliminados sólo por células NK, según ya habían 
mostrado trabajos anteriores (52). Pero los experimentos determinantes fueron los 
desarrollados por Shankranan (53)  y Smyth (54) utilizando ratones RAG1-/- o RAG2-/-  (del inglés, 
Recombination-Activating Gene-1/2), que no pueden llevar a cabo la recombinación somática 
de los receptores de linfocitos T y B pero sin afectación de la maquinaria de reparación del DNA 
(55). Así, demostraron que los ratones deficientes eran más susceptibles a la aparición de 
tumores espontáneos (53) o inducidos con MCA que los controles de su estirpe (53, 54). Estudios 
adicionales, acerca las poblaciones celulares implicadas en el control tumoral, determinaron un 
papel relevante para los linfocitos Tɑβ y Tɣδ, (56, 57) y las células NK y NKT (54, 58). Finalmente, 
se demostró la contribución tanto del IFN-ɣ como de los gránulos citotóxicos como mecanismos 









1.1.3.1 El ciclo de la inmunidad antitumoral  
A partir de los datos obtenidos, que apoyaban la vigilancia antitumoral del sistema 
inmune, se fue desarrollando un modelo que integrara todo el proceso. (43) Finalmente, este 
modelo pasó a denominarse como “el ciclo de la inmunidad antitumoral” (Figura 1.3) (60).  
 
Cuando empieza a formarse un tumor, los daños que se producen en los tejidos 
circundantes generan “señales de peligro” que desencadenan la respuesta inmune (61). Por 
ejemplo, la remodelación del estroma induce la liberación de citoquinas proinflamatorias. 
Aunque también puede ocurrir que durante las primeras etapas del tumor, éste no genere 
ningún daño y, por lo tanto, crezca de manera silenciosa para el sistema inmune. Las señales de 
peligro, así como quimiocinas liberadas por el propio tumor, atraen principalmente a células de 
la inmunidad innata como macrófagos y células NK y NKT, además de a linfocitos Tɣδ (1, 43) Por 
otro lado, las DCs inmaduras y los macrófagos residentes del tejido pueden detectar señales de 
peligro que promueven su diferenciación y maduración.  
 
El entorno de “estrés”, debido a la inflamación y al fenotipo alterado de las células 
tumorales, desencadena la actividad de las células inmunes. Cuando las células NK reconocen 
ligandos de estrés, y cuando las células NKT y los linfocitos T ɣδ reconocen antígenos tumorales, 
liberan IFN-ɣ. Esta citoquina actúa induciendo un ambiente pro-inflamatorio local, con la 
liberación de nuevas quimiocinas (62); la sobreexpresión de HLA-I (63) y de Fas en el tumor (64); 
la inhibición del crecimiento celular (65) y la muerte por apoptosis de las células tumorales (64, 
66, 67); un efecto angiostático (68); y la activación de macrófagos y células NK. Estas células 
activadas son capaces de destruir algunas células tumorales, liberando cuerpos apoptóticos y 
material celular tumoral que es fagocitado por DCs inmaduras y macrófagos (Figura 1.3, etapa 
1) 
 
La fagocitosis permite la captación de antígenos tumorales, su procesamiento y su 
presentación en moléculas de MHC-II o de MHC-I, a través del fenómeno de presentación 
cruzada. Las células presentadoras de antígeno (APC; del inglés, Antigen Presenting Cell) 
activadas secretan citoquinas como la IL-12, IL-15 (69) e IFN-α (70) que contribuyen a la 
activación y quimiotaxis de las células NK. Se produce entonces un bucle de retroalimentación 
positiva entre los macrófagos y las células NK, mediante la producción de IL-12 e IFN-ɣ 






Figura 1.3 El ciclo de la inmunidad antitumoral. Elaboración propia, basada en la figura de Chen y 
Mellman, 2013 (60).  
 
 
Las células presentadoras de antígeno migran a los ganglios linfáticos y activan linfocitos 
TH1 CD4+, que intervienen en la generación de linfocitos Tc (Figura 1.3, etapas 2 y 3) (72). Estos 
linfocitos específicos del tumor migran hasta el lugar de su localización gracias a un gradiente 
de quimiocinas (Figura 1.3, etapas 4 y 5). Finalmente,  los linfocitos Tc reconocen el antígeno 
tumoral específico asociado al MHC-I de las células transfromadas a través de su TCR (del inglés 
T Cell Receptor), e inducen la muerte de las células tumorales a través de sus mecanismos 
citotóxicos (Figura 1.3, etapas 6 y 7).  Gracias al aporte de IL-2 por parte de los linfocitos T CD4+, 
y la IL-15 presente en el entorno, se favorece la función y viabilidad de estos linfocitos Tc 
intratumorales. La liberación de nuevos antígenos tumorales debido a la muerte inducida por 










1.1.4 Inmunoedición y evasión del sistema inmune 
Hasta el momento se ha mostrado el papel protector del sistema inmune en las primeras 
etapas del desarrollo tumoral. Sin embargo, la relación entre el sistema inmune y el cáncer va 
más allá  del proceso de inmunovigilancia (49). Así, el concepto de inmunoedición surge de la 
idea de que el sistema inmune es capaz de modular la inmunogenicidad del tumor a lo largo de 
su desarrollo (Figura 1.4; Shankaran et al. 2001) (53).   
 
Esta hipótesis se comprobó a través de estudios que utilizaban un modelo de trasplante 
tumoral entre ratones inmunocompetentes e inmunocomprometidos. En ellos se observó que 
los tumores provenientes de ratones inmunocomprometidos eran más inmunogénicos, de 
manera que eran rechazados al trasplantarlos en ratones inmunocopetentes (53, 58, 73-75).  
 
Por su parte, estudios epidemiológicos también han evidenciado este proceso en 
humanos. Por ejemplo, se ha observado que individuos inmunocomprometidos (tras un 
trasplante o pacientes con SIDA) presentan una mayor probabilidad de desarrollar cáncer. Por 
otro lado, también existe una relación entre la presencia de linfocitos infiltrantes en el tumor y 
el pronóstico del paciente. Y además, se han detectado respuestas específicas frente a antígenos 
tumorales que originan anticuerpos o linfocitos T (76).   
 
De este modo se consideró que la relación entre el sistema inmune y el tumor consistía 
en un proceso dinámico de 3 fases (53, 77, 78):  
 
I. La fase de eliminación, que se corresponde con la inmunovigilancia.  
 
II. La fase de equilibrio se desencadena tras una eliminación incompleta del tumor. En 
ella, el sistema inmune es capaz de mantenerlo en estado latente. En este caso, es el sistema 
inmune adaptativo, a través de linfocitos T e IFN-ɣ, el encargado de controlar el crecimiento 
tumoral (79). Es la fase más larga, que puede durar años, y se consideran tres vías de evolución: 
la eliminación final del tumor, el mantenimiento de la fase de equilibrio, o el escape del sistema 
inmune.  Para este último escenario hay que considerar que, debido a la gran tasa de mutación 
y la plasticidad de las células transformadas, existe heterogeneidad en la masa tumoral (80). Así, 





inmunogénicos, resistentes al ataque. Posteriormente, estos clones siguen evolucionando en el 
contexto de una presión inmune que intentan evadir, por lo que se considera que existe una 
selección e inmunoedición del tumor (43, 78).  
 
III. La fase de escape supone el crecimiento final del tumor, que ha escapado al control 
de la fase de equilibrio. En este sentido, la inmunogenicidad del tumor consolidado depende de 
la presión inmune a la que estuvo expuesto durante la fase anterior (43, 78).  
 
Figura 1.4 Las tres “Es” del cáncer, que comprenden los procesos de eliminación, equilibrio y escape 







1.1.4.1 Mecanismos de evasión del sistema inmune 
Se han observado distintos mecanismos de evasión al ataque del sistema inmune, que 
comprometen la detección o la eliminación de las células transformadas. Éstos se han clasificado 
en dos categorías:  
 
 Mecanismos de evasión intrínsecos al tumor  
 
- Pérdida de la antigenicidad: 
Las células tumorales pueden disminuir la expresión de antígenos o sufrir mutaciones 
que afecten a los epítopos antigénicos (81-83).  
 
La disminución o pérdida de expresión de HLA-I se ha observado en multitud de tumores 
(84). Como consecuencia, se ve impedido el reconocimiento antigénico por parte de los 
linfocitos Tc. Por el contrario, se ha observado la sobreexpresión de moléculas no clásicas como 
HLA-E o HLA-G que pueden afectar a otras poblaciones inmunitarias (85, 86).  
 
También los defectos en el receptor de IFN-ɣ hacen que las células tumorales no puedan 
sobreexpresar HLA-I como consecuencia de la estimulación con la citoquina (63).  
 
Otros defectos pueden afectar a la expresión de genes relacionados con la proteína de 
la maquinaria de presentación antigénica: TAP1 (del inglés, Transporter associated with Antigen 
Procesing), subunidades LMP2/7 (del inglés, Low Molecular Weight Protein) del 
inmunoproteasoma y β2-microglobulina (43, 49, 87).  
 
- Pérdida de la inmunogenicidad:  
Las células tumorales inducen tolerancia en los linfocitos T debido a la falta de moléculas 
de co-estimulación y la sobreexpresión de moléculas de inhibición como PD-L1 (del inglés, 
Programmed Death Ligand-1), gal-9 (galectina-9) o VISTA (del inglés, V-domain Ig suppressor of 
T-cell activation) (88-90).  
 
- Resistencia a la muerte celular 
Se ha observado una disminución en la expresión de los receptores de muerte como Fas 
y TRAIL, así como alteraciones en otras proteínas implicadas en las vías de muerte celular, que 






 Mecanismos de evasión extrínsecos al tumor 
 
- Liberación de moléculas inmunosupresoras 
Las células tumorales liberan citoquinas como la IL-10, el TGF-β, la prostaglandina E2 o 
el VEGF, que inhiben a distintas células inmunes como DCs, linfocitos Tc y células NK. Además, 
estas citoquinas modulan la formación de un microentorno con poblaciones inmunosupresoras, 
como se explica más adelante. (34, 93) 
 
También se han detectado otras moléculas solubles inhibitorias como la IDO, que afecta 
a la acción de las células efectoras. Esta enzima cataliza el metabolismo del triptófano a 
quineurina. En consecuencia, las células inmunes carecen de éste aminoácido esencial y además 
se ven afectados por los efectos citotóxicos de la quineurina. Por el contrario, la quineurina 
promueve la diferenciación de los linfocitos Treg (94).  
 
Otra forma de inhibir la activación de las células efectoras consiste en la liberación de 
formas solubles de ligandos de los receptores de activación, que quedan bloqueados. Por 
ejemplo, formas solubles de MIC (95).  
 
Finalmente, las células tumorales pueden “contra-atacar” al sistema inmune liberando 
moléculas como Fas-L, que induce la apoptosis de las células efectoras (96).  
 
- Formación de un microentorno pro-tumoral 
Como se ha explicado (apartado 1.1.2), los tumores pueden definir el conjunto de 
poblaciones celulares del microentorno. Por ejemplo, mediante la liberación de distintas 
quimiocinas reclutan macrófagos, MDSC o linfocitos Treg (97). Además, el TGF-β induce la 
conversión de los linfocitos T CD4+ infiltrados en el tumor en linfocitos Treg. Igualmente, induce 
la polarización de neutrófilos y macrófagos a su fenotipo pro-tumoral (N2 o M2, 
respectivamente). Todas estas poblaciones celulares actúan inhibiendo la acción de las células 









1.2 Células NK 
Las células NK son linfocitos granulares grandes que tienen la capacidad de reconocer y 
eliminar células infectadas por virus y células tumorales (98, 99). Fueron descritas por primera 
vez en los años 70  (Herberman y Kiessling) como un tipo de linfocitos que eran capaces de 
inducir una citotoxicidad espontánea, sin necesidad de inmunización previa (100, 101). 
También, a diferencia de los linfocitos T, mostraron no estar restringidas  por MHC-I (102). 
Gracias a esta citotoxicidad natural, las células NK se encuadraron dentro del sistema inmune 
innato (1). Sin embargo, no sólo se caracterizan por su capacidad lítica, sino que también son 
capaces de producir citoquinas y quimiocinas en respuesta a distintos estímulos (103, 104). A 
través de este intercambio de moléculas solubles, y de interacciones directas a través de 
moléculas de superficie, las células NK también ejercen una actividad reguladora (105). 
Intervienen en la homeostasis, activación y maduración de células dendríticas, macrófagos y 
linfocitos T. De este modo modulan la respuesta adaptativa, son capaces de polarizar hacia una 
respuesta TH1 e intervienen en la protección frente a reacciones autoinmunes (105, 106).  
 
Las células NK constituyen un 5-15% de los linfocitos de sangre periférica, por lo que 
representan la tercera población de linfocitos tras las células T y B. También se encuentran en la 
médula ósea, en tejidos (hígado, bazo, pulmones y útero) y, en menor medida, en órganos 
linfoides secundarios y  en el timo. Los gradientes de quimiocinas y la expresión de determinadas 
moléculas durante su desarrollo, como integrinas, dirigen a las células NK a las distintas 
localizaciones y regulan sus funciones efectoras (104).  
 
1.2.1    Desarrollo de las células NK humanas 
Frente al conocimiento que se tiene en el desarrollo de las células NK en el modelo 
murino, este proceso no está tan claro en humanos. Esto se debe a la heterogeinicidad de los 
estudios, que se desarrollan en distintos modelos: muestras de tejido fetal, cordón umbilical 
(UCB; del inglés, Umbilical Cord Blood), médula ósea o tejidos linfoides secundarios. Además, 
estas muestras pueden provenir de individuos sanos o pacientes en proceso de reconstitución 
de poblaciones celulares tras un trasplante hematopoyético. Finalmente, el proceso de 
desarrollo se puede monitorizar in vivo, o generar una diferenciación in vitro. Con todos estos 





Las células NK derivan de células madre hematopoyéticas (HSC; del inglés, 
Hematopoietic Stem Cell) CD34+, localizadas en la médula ósea. A través de distintos estímulos, 
como citoquinas, y factores de transcripción, las HSC comienzan la diferenciación hacia el linaje 
de células NK (108). En un siguiente paso, dan lugar al progenitor multipotencial linfoide (LMPP; 
del inglés, Lymphoid-primed multipotential progenitor). En este estadio 1 de diferenciación, el 
LMPP se caracteriza por ser CD34+, CD45RA+, CD10- y no poseer marcadores de ningún linaje (lin-
) (107, 109, 110) . Su evolución al precursor linfoide común (CLP; del inglés, Common Lymphoid 
Precursor) constituye el segundo estadio. El CLP es capaz de generar todos los tipos de linfocitos 
(T, B, NK e ILCs) (110, 111) y está definido por expresar CD34+, CD45RA+, CD10+, CD7+, CD38+, lin-
(109, 110, 112).  
 
Se ha observado que gran parte de estos precursores migran a los ganglios linfáticos y 
órganos linfoides secundarios, donde continua el proceso de compromiso con el linaje NK (98). 
Esta movilización parece depender de la disminución de CXCR4 en la superficie. Aunque existen 
evidencias de que las condiciones de inflamación generan un incremento de su ligando, la 
citoquina CXCL12, e inducen la movilización temprana de estos precursores (107).  
 
 
Figura 1.5 Desarrollo de las células NK humanas.  
 
El progreso hacia células NK maduras se caracteriza por la adquisición gradual de 
receptores específicos (108).  Un paso importante en esta evolución es la capacidad de respuesta 
a IL-15, que desarrolla el precursor de células NK (NKP; del inglés, NK cell Precursor) (113, 114). 
Gracias a la transpresentación de la IL-15, estas células NK reciben señales para su 





NKP humanos expresan la cadena IL-2/15Rβ (CD122) (116), y en algunos casos también la cadena 
ɣ común (CD132) (114).  Los NKP se caracterizan por su incapacidad de derivar en linfocitos T 
(CD3-) o B (CD19-), y se han localizado en la médula ósea, las amígdalas y el cordón umbilical 
(117).  En un tercer estadio, estos progenitores dan lugar a las células NK inmaduras (iNK), que 
expresan CD56+ y CD161+; pero aún no han adquirido CD16, NKp46, receptores KIR (del inglés, 
Killer Inhibitory Receptors) ni receptores CD94/NKG2. Las células iNK de ratón y humanas 
derivadas in vitro han mostrado citotoxicidad dependiente de TRAIL (117).  
 
En el cuarto estadio, las células iNK derivan en células NK maduras CD56+ que expresan 
el receptor CD94/NKG2A, a través del que reciben señales de inhibición al reconocer MHC-I 
(apartado 1.2.3) (117). Adquieren además todos los receptores y moléculas efectoras que las 
capacitan para cumplir sus funciones con la liberación de IFN-ɣ, la exocitosis granular y la 
citotoxicidad mediada por ligandos mortales (115). Generalmente, se distinguen dos 
poblaciones de células NK maduras. Las células CD56bright/CD16dim son más abundantes en los 
tejidos linfoides secundarios, tejidos fetales y cordón umbilical, y su función principal es la 
producción de citoquinas. Las células CD56dim/CD16high son más abundantes en la sangre 
periférica, y tienen principalmente una función citotóxica. Por ello se ha indicado que las 
CD56bright son precursoras de las CD56dim (115). Además, algunos estudios apuntan a la existencia 
de una población intermedia en sangre periférica caracterizada por un fenotipo CD94+, CD56dim 
y CD62L+ (apartado 1.2.2) (118). Una vez en la sangre, la vida media de las células NK es de 7-10 
días (119).  
 
El paso final en el proceso de maduración de las células NK es la adquisición de su 
fenotipo de memoria (apartado 1.2.2). Además, un nuevo modelo de desarrollo de las células 
NK que no responde al tradicional esquema lineal, sino ramificado, propone que las células 
CDbright, C56dim y células de memoria pueden derivar directamente de precursores como el NKP 
(109).   
 
1.2.1.1 Células NK: un tipo de célula linfoide innata (ILC) 
 El linaje de linfocitos innatos humanos comprende tanto a las células NK como a otros 
subtipos de ILCs (del inglés, Innate Lypmhoid Cell). Estas células comparten un precursor común 
en su diferenciación (109, 120). Posteriormente, la generación de cada subtipo depende de la 





(111). Aunque las células NK se han considerado parte de las ILC1 porque comparten la 
capacidad de secretar IFN-ɣ y TNF-ɑ, el papel de las células NK y de los demás subtipos de ILCs 
se ha equiparado al de los linfocitos Tc frente a los linfocitos TH (121). Por lo tanto, se distinguen 
principalmente: 
 
 Células NK: se definen a través de la expresión de los factores de transcripción T-bet 
y EOMES, y presentan capacidad citotóxica (122, 123). 
 
 ILC1: se definen a través de la expresión del factor de transcripción T-bet, y presentan 
la capacidad de producir IFN-ɣ y TNF-ɑ  (123). 
 
 ILC2: se definen a través de la expresión del factor del factor de transcripción GATA-
3, y presentan la capacidad de producir citoquinas del perfil TH2 como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13; pero 
también IL-6, IL-8, GM-CSF (del inglés, Granulocyte Monocyte- Colony Stimulting Factor). 
Cumplen un papel en la defensa contra helmintos y en el procesamiento de antígenos y 
activación de los linfocitos T (123).  
 
 ILC3: se definen a través de la expresión de los factores de transcripción RORɣt y AHR, 
y presentan la capacidad de producir IL-17A, IL-17F e IL-22. Distintas subpoblaciones están 
implicadas en la organogénesis de tejidos linfoides secundarios o la captación y procesamiento 
de antígenos, con la posterior activación de linfocitos T (123). 
 
 Además, recientemente se ha descubierto un nuevo subtipo, denominado ILCreg, a 
nivel intestinal, que se definen a través del factor de transcripción ID3, y son capaces de producir 
IL-10 controlando la inflamación local (124).  
 
1.2.2     Subgrupos de células NK 
 Algunos estudios han tratado de caracterizar las diversas poblaciones de células NK en 
base a su fenotipo. En ellos se ha estimado que pueden existir 100.000 fenotipos distintos de 
células NK por persona. Posteriormente, estos fenotipos se han intentado agrupar en clusters 






Los dos subgrupos mejor diferenciados se corresponden con las células CD56bright y 
CD56dim. No obstante, son poblaciones heterogéneas en cuanto a la expresión de otros 
receptores (109). Se ha observado que las poblaciones que transitan entre ambos estados de 
maduración, van adquiriendo CD62L y NKp80 (126) y van disminuyendo CD94 dando lugar a 
subgrupos con distintas densidades superficiales de los marcadores (118). Posteriormente, 
cuando las células CD56dim maduran, disminuyen la expresión de NKG2A y CD62L, mientras que 
aumentan la expresión de algunos KIR y CD57. A nivel funcional, esto supone una pérdida 
progresiva de la capacidad de proliferación ante ILs, pero el incremento de actividad citotóxica 
(118, 127).  Un estudio más detallado de las poblaciones de células NK también permite 
distinguir subgrupos a partir de la expresión de receptores de quimiocinas (128), marcadores de 
activación como CD69 (129), e incluso el perfil de las células NK residentes en cada tejido (130).  
 
 Otro subgrupo que está adquiriendo cada vez más interés es el de las células NK 
adaptativas. Se ha observado que algunas células NK cuentan con rasgos que no se consideran 
propios de la inmunidad innata. Por ejemplo, la expansión específica de tejido, la generación de 
células de “memoria” que persisten tras el encuentro con la célula diana y la habilidad de 
generar una respuesta secundaria incrementada tras un segundo encuentro (131). Estas 
características se han asociado a poblaciones de células NK que aparecen tras encontrarse con 
determinados estímulos: un hapteno (en un modelo murino) (132), una célula infectada por 
virus (133), una célula tumoral (134) o un cocktail de citoquinas (135). Tras descubrir esta nueva 
población de células NK, se ha planteado la duda acerca de si las células NK adaptativas se 
podrían dividir en subgrupos en función del estímulo que las ha activado (136). Por ejemplo, la 
infección por HCMV (del inglés, human Cytomegalovirus) genera células que expresan NKG2C 
(137). La  IL-12, IL-15 e IL-18 generan células NK adaptativas humanas con mayor expresión de 
perforina y granzima B, (135) mostrando una mayor citotoxicidad. Además también 
incrementan su capacidad de producir citoquinas como TNF-α e IFN-ɣ (138). Sin embargo, las 
células NK adaptativas inducidas por citoquinas o por tumor, no tienen un fenotipo claro (135).  
 
 Finalmente, en el contexto de la inmunidad antitumoral y la inmunoterapia, es 
importante considerar que una patología crónica da lugar a la aparición de células NK 
“exhaustas” (139). Así, se ha visto una disminución de los receptores de activación NKG2D, 
CD16, NCRs, CD226 y 2B4 (apartado 1.2.3) (140, 141) en pacientes con distintas infecciones o 
tumores. Igualmente, se produce una sobreexpresión de receptores de inhibición como NKG2A 





puntos de control o “checkpoints” característicos de los linfocitos T, por ejemplo TGIT (144),  
TIM-3 (145) y PD-1 (146, 147). Aunque actualmente el conocimiento que se tiene de este 
fenotipo exhausto es mucho menor en células NK que en linfocitos T, se sabe que es reversible 
con la eliminación de la patología o la administración de inmunoterapia (139).  
 
1.2.3     Receptores de las células NK 
Las células NK interactúan con ligandos solubles (citoquinas, quimiocinas) o moléculas 













Figura 1.6 Receptores de las células NK agrupados según su función. Elaboración propia, adaptado de 
Vivier et al. 2011. *No está clara su función, podría estar limitada a pacientes con cáncer.  
 
 
1.2.3.1 Receptores de adhesión  
 Los receptores de adhesión intervienen en la maduración, el tráfico y la interacción de 
las células NK con las células diana. Se pueden clasificar en tres grupos: integrinas, como LFA-1 
(del inglés, Lymphocyte function-Associated Antigen 1), que interviene en la formación de la 
sinapsis inmunológica; inmunoglobulinas, como DNAM-1 (del inglés, DNAX accesory molecule-
1) o CD2, que actúan como moduladoras de la función efectora (apartado 1.2.6); y selectinas, 





1.2.3.2 Receptores de Inhibición 
Los receptores de inhibición (Tabla 1.1) se caracterizan por la presencia de un dominio 
ITIM (del inglés, Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs), que disminuye el estado de 
activación. Tras la unión con el ligando, los dominios ITIM se fosforilan por la familia de kinasas 
Src. Esto da lugar al reclutamiento de fosfatasas como SHP-1 y SHP-2, a través del dominio SH2. 
Las fosfatasas ejercen su acción a un nivel proximal a la membrana plasmática, actuando sobre 
ésta o impidiendo la fosforilación de las vías de activación. En consecuencia, impiden la 
ejecución de las funciones efectoras (150).  
 
















Act: Activación; CEACAM: Molécula de Adhesión Celular relacionada con el Antígeo Carcinoembrionario; FGL1: del 
inglés, Fibrinogen-like Protein 1; HMBG1: del inglés, High Mobility Group Box 1; Inh: Inhibición; PE: 
fosfatidiletanolamina; PVR: Receptor de Poliovius 
 
 
• KIR-L (del inglés, Killer Immunoglobulin-like Receptors): contienen dos (KIR2D) o tres 
(KIR3D) dominios inmunoglobulina (Ig) y una cola citoplasmática larga con dominios ITIM. Se 
distinguen 6 receptores: KIR2DL1-5 y KIR3DL1-2 (150, 151). Tienen un alto grado de 
polimorfismo e intervienen en la tolerancia de las células NK al reconocer HLA-I (131, 160).  
 
Receptor CD Ligando Efecto Referencia 
KIR-S CD158 HLA- I  Inh (148) 
KIR2DL1  CD158a HLA-C2  (148, 149) 
KIR2DL2-3  CD158b HLA-C1  (148, 149) 
KIR2DL4  CD158d HLA-G  (148, 149) 
KIR2DL5  CD158f -  (148, 149) 
KIR3DL1  CD158e1 HLA-A/B-Bw4  (148, 149) 
KIR3DL2  CD158ek HLA-A*03 y *11  (148, 149) 
CD94:NKG2A CD159a HLA-E Inh (148, 150) 
LILRB/ILT2 CD85j HLA-A, B, C y HLA-G  
UL18 
Inh (148, 151) 
KLRG-1 - Cadherinas E, N, R Inh (152) 
LAIR-1 - Colágeno Inh (153, 154) 
CD300a CD300a PE, PS Inh (155) 
TIGIT CD226 CD155 (Nectina-2) Inh (148) 
2B4 CD244 CD48 Inh/Act  
TIM-3 CD366 Gal-9, HMGB1,  PS, 
CEACAM 
Inh/Act (148) 
LAG-3 CD223 HLA-II, Lsectin, FGL1 ¿? (156, 157) 





• CD94:NKG2A: son proteínas transmembrana tipo II de la familia lectina tipo C que 
conforman un heterodímero (150, 161). También intervienen en la tolerancia de las células NK 
al reconocer HLA-I no clásico (152).  
 
• LILRB1/ ILT2: es una proteína transmembrana tipo I de la superfamilia de las Ig (110, 
150).Su expresión se correlaciona con un fenotipo adaptativo en los donantes CMV+ (162).  
 
• Receptores de inhibición que no se unen a HLA-I: como KLRG-1 (del inglés, Killer cell 
lectin-like receptor G1) (154) o LAIR-1 (del inglés, Leukocyte-Associated Immunoglobulin-like 
Receptor-1) (155), o CD300a, que pertenece a la misma familia que su homólogo activador pero 
que señaliza a través de ITIM (157). En este grupo se encuadran también otros receptores cuyo 
estudio ha ganado interés en los últimos tiempos al haber demostrado actuar como puntos de 
control en linfocitos T, aunque su contribución no está clara en el caso de las células NK.  TIGIT 
(del inglés, T cell immunoglobulin and ITIM domain) es un miembro de la superfamilia de Ig que 
compite con DNAM-1 por las proteínas tipo nectina y proporciona señales de inhibición (163).  
Interviene en la tolerancia de las células NK (164) y se encuentra sobreexpresado en pacientes 
con cáncer (165, 166). TIM-3 (del inglés, T-cell Immunoglobulin and Mucin domain 3) es una 
glicoproteína de membrana tipo I (151) que también se encuentra constitutivamente en las 
células NK (158). Se ha relacionado tanto con efectos activadores, induciendo la liberación de 
IFN-ɣ (167), como inhibidores (168); y se sobreexpresa en pacientes con cáncer (169, 170). Por 
su parte, LAG-3 (del inglés, Lymphocyte Activation Gene 3-encoede protein) es un receptor con 
homología estructural a CD4 (158). Se ha descrito en células NK activadas (171). Aunque se 
encuentra sobreexpresado en pacientes con cáncer (172), y en linfocitos Tc regula mecanismos 
de inhibición, se desconoce su papel en las células NK (173). Finalmente, PD-1 (del inglés, 
Programed Death protein 1) es un receptor de la superfamilia de Ig (151).  No se encuentra 
expresado (o con niveles muy bajos) de manera constitutiva, y su expresión puede estar 
relacionada con la infección por CVM (146). Sin embargo, es característico de las células NK de 
pacientes con cáncer (147, 174). Además, éstas parecen contribuir al efecto antitumoral en el 
tratamiento con anticuerpos monoclonales (mAbs) bloqueantes del eje PD-1/PD-L1 (175). 
 
1.2.3.3 Receptores de activación 
Existe una gran variedad de receptores de activación que reconocen ligandos 





Tabla 1.2 Receptores de activación y moduladores de las células NK 
Receptor CD Adaptador Ligando Efecto Referencia 
FcɣRIII  CD16 CD3FcRɣ Fracción Fc de IgG Act  (148, 149, 
158) 
KIR-S CD158 DAP-12 HLA- I  Act  (148, 149, 
158) 
KIR2DS1  CD158h  HLA-C  (148) 
KIR2DS2-3  CD158j  HLA-C  (148, 159) 
KIR2DL4  CD158d  HLA-G  (148) 
KIR2DS4  CD158i  HLA-A*11, HLA-C  (148) 
KIR2DS5  CD158f  -  (148) 
KIR3DS1  CD158e1  HLA-Bw4, HLA-F  (148) 
NKp30  CD337 CD3FcRɣ B7H6, BAG6/BAT3 Act   (148, 149, 
158) 
NKp44  CD336 DAP-12 21spe-MLL5 Act   (148, 149, 
158) 
NKp46  CD335 CD3FcRɣ Properdina, HA, HN Act   (148, 149, 
158) 






DAP-12 HLA-E Act   (148, 149, 
158) 
2B4  CD244 - CD48 Act/Inh (136, 160) 
SLAM CD150 - SLAM Act (149) 23 




NKp80 - - AICL Act (136, 161) 
CD300c CD300c - PE, PS Act (155) 




Act: Activación; AICL: lectina tipo C inducida en activación HA: hemaglutininta; HN: hemaglutinina-neuraminidasa ; 
Inh: Inhibición; 21spe-MLL5: histona-Lisisina N-metiltransferasa; MICA/B: polipéptidos relacionados con la secuencia 
MHC-I a/B ; ULBP: proteína de unión a UL-16 
 
Tienen una región cargada positivamente en su dominio transmembrana, y se 
caracterizan por no poseer dominios de señalización intracitoplasmáticos. Por el contrario, 
dependen del reclutamiento y asociación de moléculas adaptadoras que permiten la 
transducción de la señal. Entre ellas se encuentran FcRIγ, CD3ζ, DAP12 y DAP10. A excepción de 
DAP10, estos adaptadores señalizan a través de motivos ITAM (del inglés, Immunoreceptor 
Tyrosin-based Activating Motifs). Por su parte, DAP10 señaliza a través de YINM (150, 151). 
 
A nivel citoplasmático, los motivos ITAM reclutan ZAP70 y Syk a través de los dominios 





Ambas vías convergen en una cascada de activación que provoca la entrada de Ca2+, 
degranulación y transcripción de citoquinas y quimiocinas (176).  
 
Dentro de los receptores de activación se distinguen varias familias: 
 
• CD16 (FcɣRIIIA): es el receptor de baja afinidad para la fracción Fc de los anticuerpos. 
Reconoce células cubiertas por anticuerpos e induce citotoxicidad dependiente de anticuerpo 
(ADCC; del inglés, Antibody Dependent Cytotoxicity) y liberación de citoquinas (176). 
 
• KIR-S: se diferencian de los homólogos inhibidores en que estos poseen una cola 
citoplasmática corta y una afinidad mucho menor por el HLA-I (180). Del mismo modo, contienen 
dos o tres dominios extracelulares tipo Ig. Se distinguen 6 receptores KIR-S: KIR2DS1-5 y 
KIR3DS1. Excepcionalmente, el receptor KIR2DL4 cuenta con funciones activadoras e 
inhibidoras. Los receptores KIR, tanto inhibidores como activadores, son moléculas altamente 
polimórficas (160), lo que afecta a su interacción con el HLA-I y modula el efecto protector o 
patológico de las células NK en infecciones, enfermedades autoinmunes o trastornos de la 
reproducción (180).  
 
• NCR (del inglés, Natural Cytotoxicity Receptors): son moléculas transmembrana de la 
familia de Ig, donde se incluyen los receptores NKp30, NKp46 y NKp44. Los dos primeros se 
expresan de manera constitutiva en casi todas las células NK, y tras la activación se incrementa 
su nivel de expresión.  NKp44 sólo es constitutivo en las células CD56bright, pero lo adquieren casi 
todas las células NK tras su activación in vitro con citoquinas. (150, 151) 
 
• NKG2D: es una glicoproteína transmembrana de la familia lectina tipo C que se expresa 
como homodímero. Reconoce moléculas propias (homólogas a HLA-I) inducidas por estrés 
celular (150, 181). 
 
• CD94/NKG2: son proteínas transmembrana tipo II de la familia de lectina tipo C. Se 
asocian en heterodímeros de CD94/NKG2C o CD94/NKG2E (150, 182). Reconocen HLA-Ib no 
convencionales, pero su unión es menos eficiente que la unión con CD94/NKG2A (183). 
 
• Receptores de coestimulación proporcionan estímulos adicionales a la célula, 





de proteínas CD2, relacionadas con Ig. Tiene dos dominios tipo Ig y una región citoplasmática 
compuesta por unos motivos característicos de la vía de señalización de SLAM (del inglés, 
Signaling Lymphocyte Activation Molecule) (150). DNAM-1 es un miembro de la superfamilia de 
Ig  con un papel esencial en la sinapsis inmunológica y la citotoxicidad de las células NK (184, 
185). Otros co-receptores incluyen NKp80, un receptor de lectina tipo C (179, 186); y CD300c, 
que es una glicoproteína transmembrana tipo I (157).  ` 
 
 Entre todos estos receptores, NKp46 es el único que se expresa exclusivamente en 
células NK.  
 
1.2.3.4 Receptores de citoquinas y quimiocinas 
Los receptores de citoquinas que se encuentran acoplados a la cadena gamma común 
(ɣc) están implicados en el desarrollo de las células NK y sus funciones efectoras. Dentro de ellos 
se encuentran los receptores: IL-2R, IL-15R, IL-21R (136). Por su parte, el receptor IL-12R está 
acoplado a STAT4 (187),  y media la producción de citoquinas y la sobreexpresión de la proteína 
adaptadora MyD88 (188). Además, los receptores acoplados a MyD88, como  IL-1R e IL-18R, 
también están implicados en la maduración y en la función de las células NK (136, 188). 
 
Los receptores de quimiocinas son receptores heterotriméricos acoplados a proteína G 




1.2.4    Educación, tolerancia y homeostasis de células NK 
 Las células NK cuentan con múltiples receptores que reconocen moléculas endógenas 
(131). Sin embargo, la adquisición de la función citotóxica durante su desarrollo supone la 
existencia de unos mecanismos de regulación que eviten el daño de las células sanas del mismo 
individuo, lo que se considera como “propio” (190). Además, cada célula NK responde de una 
manera diferente a un estímulo dado. Este nivel de respuesta viene determinado por el proceso 
de educación de las células NK, gracias al cual se consigue un estado de tolerancia respecto al 
entorno propio (191). Este mecanismo de educación explica la activación de las células NK frente 






 La primera idea que explicaba la tolerancia (Kärre et al. 1986) se basó en la observación 
de que las células NK eran capaces de eliminar células que no expresaban HLA-I pero no 
atacaban a células que mantenían su expresión (52). Por lo tanto, las células NK debían tener 
receptores específicos de inhibición que reconocieran HLA-I (192, 193). Con los años, se han ido 
descubriendo un conjunto de receptores que regulan su actividad (193). En humanos, los 
principales receptores específicos para HLA-I son los KIR y el heterodímero CD94/NKG2A. Los 
KIR son capaces de reconocer moléculas de HLA-ABC, consideradas clásicas; mientras que el 
CD94/NKG2A reconoce HLA-E, considerado no clásico. Aunque también existe un subgrupo de 
células NK que cuenta con el receptor LILRB1 (Apartado1.2.3.2)  (131). 
 
 La expresión de los KIR en las células NK se produce de manera estocástica y con un 
patrón irregular. Además, estos receptores son polimórficos y presentan distinta afinidad por 
los ligandos de HLA-I (194). Como consecuencia, existen diferencias en el reconocimiento del 
HLA propio por distintos grupos de células NK, incluso algunos de estos grupos no expresan los 
receptores KIR para el HLA-I propio (131, 191, 195). Por lo tanto, a diferencia de los linfocitos T, 
no existe un mecanismo de selección positiva o negativa para evitar que las células NK que 
pudieran inducir un ataque autoinmune (131). Sin embargo, se ha observado que estas células 
que expresan KIR son hiporreactivas y presentan tolerancia (196).  En un principio se 
propusieron dos teorías para explicar la educación de las células NK. Según la primera, las células 
NK partirían de un estado hiporreactivo o “sin licencia” y tras la exposición a HLA-I adquirirían 
las armas para convertirse en efectoras (197). Según la segunda, o hipótesis del “desarme” 
ocurriría al contrario. Inicialmente, las células NK tendrían la capacidad de responder pero, sin 
las señales provenientes de los KIR, recibirían una estimulación constante que las convertiría en 
anérgicas (198). Sin embargo, hoy se acepta un tercer modelo que responde a un proceso 
cuantitativo de integración de señales para explicar la reactividad de las células NK (199). 
 
Este nuevo modelo denominado “tuning”, integra los dos modelos convencionales y el 
concepto de respuesta reostática. Según este concepto, no sólo hay un estado de respuesta y 
otro de anergia. Por el contrario, la capacidad de respuesta de las células NK se ajusta para 
permitir una protección constante y dinámica frente a los peligros, a la vez que asegura la 
tolerancia respecto a lo propio (199, 200). En la integración de señales intervienen tanto los 
receptores de inhibición específicos de HLA-I (KIR), como otros que no se unen a esta molécula 





Por ejemplo, las células NK que cuentan con  más receptores de inhibición poseen un umbral 
de activación más bajo y, en consecuencia, funciones efectoras más potentes (200). Mientras 
que el desarrollo de las células NK en un entorno sin MHC-I las vuelve anérgicas (201). Además, 
los KIR de células NK también se pueden unir al MHC-I expresado en la misma superficie celular 
(presentación en –cis). Se ha sugerido que estas interacciones modulan la educación de las 
células NK; frente a la interacción con el MHC-I expresado en otra célula (presentación en –
trans), que media la señalización inhibitoria (202). Por otro lado, se ha observado que la 
presencia constante de ligandos de activación durante la educación de las células NK puede 
disminuir la expresión del receptor y, por lo tanto, del nivel de repuesta (como se ha descrito 
para NKG2D y NKp46) (203-205).Mientas que algunas deficiencias en los receptores de 
activación (como SLAM o NKG2D) han generado células NK más reactivas (206, 207). En 
resumen, cuanto mayor sea la estimulación neta, menor será la capacidad de respuesta (191).  
 
Finalmente, un factor importante en la tolerancia de las células NK es que presenta 
plasticidad. Por ejemplo, se puede reajustar si se producen cambios en la expresión de MHC-I 
en el entorno (208). También con las condiciones de inflamación derivada de una infección por 
virus, como el CMV murino. En este caso se ha visto que las células NK anérgicas, que no 
expresan los KIR para el HLA-propio, comienzan a proliferar sin la restricción de las señales de 
inhibición y contribuyen a controlar la infección (209). Igualmente, el cultivo con IL-2 de las 
células anérgicas es capaz de romper el estado de tolerancia (210). Por lo tanto, el estado de 
anergia es reversible y depende del contexto (192). 
 
 
1.2.5    Activación de células NK 
 Durante la vigilancia inmune, las células NK han de ser capaces de identificar células 
anormales que pueden suponer un peligro. Pero aunque funcionalmente sus mecanismos sean 
equiparables a los de los linfocitos Tc, los dos tipos celulares difieren en el proceso de 
reconocimiento de las células diana y su posterior activación. Los linfocitos Tc reconocen 
específicamente el antígeno que les han presentado las células APC, y que ha inducido su 
activación, la recombinación somática de su receptor TCR y una expresión clonal (primer 
encuentro). Cuando el TCR de los linfocitos Tc detecta este antígeno asociado al HLA-I en las 
células diana (segundo encuentro), se desencadenan los mecanismos citotóxicos (1, 136). Sin 
embargo, las células NK ya están pre-activadas a raíz del proceso de maduración y pueden 





de señales que recibe a partir de sus receptores activadores e inhibidores codificados en la línea 
germinal (136).  
 
 
Figura 1.7 Regulación de la actividad citotóxica de las células NK. Las células NK reconocen ligandos 
activadores (verde) o inhibidores (rojo) a través de sus respectivos receptores (símbolo “+” para los 
activadores y símbolo “-“ para los inhibidores). La integración de estas señales determina la respuesta de 
la célula NK.  
 
Anteriormente se ha hablado de la integración de señales en el proceso de educación 
de las células NK. Del mismo modo, la activación de sus funciones efectoras (Figura 1.7) se 
explica a través de las hipótesis de “ausencia de lo propio” y respuesta “inducida por estrés” 
(del inglés, stress-induced) (162). En condiciones normales, las células NK reconocen el MHC-I, 
como principal señal de inhibición, y no reciben la estimulación a partir de sus receptores de 
activación. Cuando las células resultan infectadas o transformadas, pueden disminuir la 
expresión de las moléculas de HLA-I o aumentar la expresión de ligandos de estrés. La respuesta 
de la célula NK (tolerancia o ataque) viene determinada por la integración del conjunto de 
señales de activación e inhibición (110, 149). Cuando las señales de activación sobrepasan un 
valor umbral, las células NK desencadenan sus mecanismos citotóxicos (163). Un caso particular 
en esta activación proviene del reconocimiento de la fracción Fc de algunos Ab a través del CD16, 
induciendo ADCC (apartado 1.2.3.2) (136).  Esto induce una señal potente, que es capaz de 
superar las señales inhibitorias. Además, la co-estimulación a través de otros receptores de 





1.2.6    Mecanismos efectores de las células NK 
 Las células NK, junto con los linfocitos Tc, son células citotóxicas del sistema inmune 
que median la muerte celular a través de unos mecanismos compartidos. Estos comprenden: la 
vía de los ligandos de muerte y la vía de la exocitosis granular. La contribución de cada vía a la 
inmunidad anti-tumoral no está clara, y parece depender de del tipo de célula tumoral (1).  
Además, las células NK también ejercen funciones citotóxicas e inmunomoduladoras a través de 
la liberación de citoquinas y quimiocinas (110, 166).  
 
1.2.6.1 Liberación de citoquinas 
La activación de las células NK, a través del contacto directo con otra célula o a través 
de mediadores solubles, induce la liberación de factores solubles. Por ejemplo, la liberación de 
IFN-ɣ se produce como consecuencia de la activación del receptor NKG2D, o por la estimulación 
mediada por IL-2 derivada de los linfocitos T y por IL-12 e IL-15 derivada de los monocitos y las 
DC (167). La activación a través de 2B4 y NKG2D también induce la liberación de TNF-ɑ (103). 
Estas citoquinas inducen un aumento en la expresión de ICAM-1 y Fas en las células diana, y así 
favorecen los mecanismos citotóxicos (168). 
 
 
1.2.6.2 Vía de los ligandos de muerte 
Los ligandos de muerte (TNF-ɑ, FasL y TRAIL) se unen a sus respectivos receptores (TNFR, 
Fas y DR4/DR5) localizados en las células diana. Así, inducen la vía extrínseca de la apoptosis, 
con la consiguiente activación de las caspasas en la célula diana (Figura 1.8).  Aunque en 
determinadas condiciones también pueden inducir necroptosis (169). La estimulación de las 
células NK a través de sus receptores induce la expresión y liberación de estos ligandos de 
muerte (Figura 1.9) (169). Y, de hecho, los mecanismos efectores dependientes de  FasL (170), 
TNF-ɑ (171) y TRAIL (169) han mostrado tener un papel esencial en la inmunovigilancia tumoral 









Figura 1.8 Mecanismos de muerte celular. La activación del receptor Fas/TRAIL desencadena la vía 
intrínseca de la apoptosis, con la activación directa de las caspasas ejecutoras (caspasa-3), o de la vía 
intrínseca o mitocondrial. Al activarse la vía intrínseca, las proteínas transmembrana de la mitocondria 
Bax y Bak forman un poro que da lugar a la permeabilización de la membrana externa y a la salida del 
citocromo-c al citosol. En el citosol, el citocromo-c se une a otras proteínas formando el apoptosoma, que 
interviene en la activación de la caspasa-9. Esta caspasa induce la activación de otras caspasas ejecutoras 
de la apoptosis. Por otro lado, la activación del TNFR puede desencadenar apoptosis, o necroptosis en 
ausencia de caspasas. Elaboración propia.  
 
 
1.2.6.3 Vía de la exocitosis granular  
La vía de la exocitosis granular, o degranulación, se desencadena a través del balance de 
señales de activación e inhibición que recibe la célula efectora por sus receptores de superficie. 
Supone la liberación de gránulos citotóxicos preformados que contienen moléculas encargadas 
de inducir la muerte de las células diana (Figura 1.9) (110, 169). Es un proceso muy regulado, 
que depende del establecimiento de unos contactos especializados entre ambas células, 
generando una estructura tridimensional dinámica conocida como sinapsis inmunológica (172, 






1-  La reorganización del citoesqueleto de actina y la formación de unas agrupaciones 
supramoleculares de activación (SMAC; del inglés, Supramolecular Activation Cluster) (166, 
172). En ellas, las moléculas de adhesión como LFA-1 y CD2 conforman la periferia del SMAC; 




2- La traslocación del centro organizador de microtúbulos (MTOC; del inglés, 
Microtubule Organizing Center) hacia la zona de unión, creando una red de microtúbulos que 
permite la polarización de los gránulos hacia la sinapsis. (166, 169) 
 
 
3- La exocitosis de los gránulos a la zona de contacto y la fusión con la membrana 
plasmática (166, 169) 
 
Diversas proteínas se han implicado en la regulación del proceso. Es el caso de WASP 
(del inglés, Wiskott-Aldrich Syndrome Protein), que interviene en la reorganización de la actina 
(176). La proteína AP-3 (del inglés, Adaptor Protein 3) está implicada en el desplazamiento de 
los gránulos por la red de actina (177), Rab27a en su liberación (178), Munc1 3-4 en su fusión 
con la membrana plasmática (179) y, finalmente, la esfingomielinasa ácida en la expulsión 
direccional del contenido (180).  
 
Dentro de los componentes de los gránulos citotóxicos (Tabla 1.3), la proteína 
formadora de poros (perforina) y las serin-proteasas (granzimas) son los principales agentes que 
intervienen en la lisis celular. 
  
 La perforina es una proteína homóloga al factor C9 del complemento que forma el 
complejo de ataque a la membrana (MAC; del inglés, Membrane Attack Complex) (181). Dentro 
de su estructura destacan: un dominio N-terminal responsable de su actividad lítica, un dominio 
central de anclaje a la membrana, un dominio tipo EGF (del inglés, Epidermal Growth Factor) y 









Tabla 1.3 Principales componentes de los gránulos citotóxicos. Adaptada de Antón et al. 2018 (1). 
Molécula Función 
Perforina Formación de poros 
Granzimas Proteasas de serina 
Granulisina Agente antimicrobiano 
Calreticulina Inhibidor de la perforina 
Catepsina C Activación de las granzimas 
Serglicina Unión a granzimas 
Catepsina B Degradación de la perforina 
Serpinas Inhibidores de granzimas 
Esfingomilinasa ácida Degradación esfingomielina/exocitosis granular 
Catepsina D Proteasa 
Catepsina L Proteasa 
Receptor de manosa 6-fosfato Tráfico de proteínas 
ATPasa-H+ Acidificador de los gránulos 
Arilsulfatasa Degradación de polisacáridos 
β-Hexosamidasa Degradación de polisacáridos 
β-glucoronidasa Degradación de polisacáridos 
CD63 Marcador lisosomal 
CD107a (Lamp-1) Marcador lisosomal. Estabilización de la 
membrana plasmática durante la 
degranulación. 
 
Dentro de las células efectoras, la perforina se mantiene inactiva ya que el dominio C2 
no queda expuesto a la unión de Ca2+ (183). También en los gránulos citotóxicos, el pH ácido  
(pH ≤5), (184)  y la intervención de la calreticulina como chaperona, mantienen la conformación 
inactiva de la proteína (185). Una vez liberada al exterior, la perforina encuentra un pH neutro y 
una gran concentración de Ca2+. Su unión al dominio C2 induce un cambio de conformación en 
la proteína. De este modo los monómeros de perforina pueden ensamblarse a la membrana, y 
entre sí, para formar un poro (183).  
 
Aunque no está claro si la mera formación del poro es capaz de inducir la muerte a las 
células diana, se ha demostrado que su acción es esencial para poder inducir una respuesta 
inmune eficaz. Se ha visto que ratones deficientes en perforina no son capaces de mostrar esta 
respuesta (50, 51) y que, en su ausencia, las granzimas no llegan al citosol (186).Por eso se ha 





 Las granzimas son serín proteasas de los gránulos citotóxicos, aunque también se 
han descrito en otros tipos celulares. Se conocen un total de 12 granzimas, de las cuales 7 son 
exclusivas de ratón y una es exclusiva de humanos (Tabla 1.4) (188). 
 
Se sintetizan como zimógenos, por lo que han de proteolizarse para ser activas. Una vez 
en los gránulos citotóxicos, la catepsina C degrada los aminoácidos GlyGlu de su extremo N-
terminal, activándola. Pero gracias al pH bajo de los gránulos, y a la formación de complejos 
serglicina/granzima  (189) se mantienen inactivas. Una vez liberadas, acceden al citosol de la 




Tabla 1.4 La familia de las granzimas en humanos. Adaptada de Antón et al. 2018 (1). 
Granzima Especie Actividad Tipo celular 
Granzima A h,m Triptasa Tc, Treg, NK, NKT, GMC, Pne, MfAlv, Plaquetas (h) 
Granzima B h,m ASPasa Tc, Treg, NK, NKT, MC, MDSC (h), Bas (h), DC, 
GMC, linfocito B, Ser, Pne, Quer 
Granzima H h Chymasa NK 
Granzima K h,m Triptasa Tc, NK, NKT (h), CD56bright 
Granzima M h,m METasa NK, NKT, Tɣδ 
Actividad: especificidad de corte. Especie. h: humano; m: murino. Tipo celular: principales tipos celulares donde se 
han detectado. Tc, Linfocitos T citotóxicos (Tαβ CD8+, Tɣδ CD8+); NK, células NK; NKT, células NKT; MDSC, Células 
Supresoras de Origen Mieloide; MC, mastocitos; Treg, Células Treg; Bas, basófilos; Mac, macrófagos; DC, Células 




 Estas proteínas fueron descritas en un principio por su capacidad de eliminar células 
alteradas, aunque ahora se conoce que intervienen en otros procesos como la inflamación o la 
regulación de la supervivencia de linfocitos activados. De hecho, algunos estudios muestran que 
la granzima A tiene mayor relevancia en procesos inflamatorios. Por otro lado, la funcionalidad 
de  granzimas K, H y M sólo ha sido caracterizada en modelos in vitro, donde pueden inducir 








 La granzima B es, junto con la granzima A, la más abundante en los gránulos 
citotóxicos. Además, es la más relevante en la inducción de apoptosis (192). Ejerce su actividad 
proteasa sobre residuos de ácido aspártico (188), habiéndose identificado diversos sustratos 
intracelulares y extracelulares. Existen dos vías principales por las que puede inducir la muerte 
celular:  
 
- Una vía dependiente de caspasas, en la cual proteoliza directamente a la caspasa 3 
(modelo murino) o la proteína pro-apoptótica Bid (modelo humano) (193, 194). Como 
consecuencia, se induce la apoptosis de la célula diana (191). 
 
- Una vía independiente de caspasas y de la vía mitocondrial de la apoptosis, que no está 
bien caracterizada (169).  De hecho, se ha observado que células NK humanas activadas ex vivo 
(195), o linfocitos Tc específicos de tumor en un modelo murino (196),  son capaces de inducir 
la muerte celular en tumores con resistencia a la apoptosis. Aunque no está claro qué via de 
muerte celular produce la muerte de estas células, se ha sugerido que la granzima B podría 
actuar sobre distintos sustratos. Por ejemplo, el inhibidor de DNAsas ICAD, con la consiguiente 
degradación internucleosomal (197);  o las proteínas lamina B (198), ɑ-tubuilina (199) y filamina 
(200), induciendo la pérdida de la integridad estructural del núcleo en el primer caso, o del 
















Figura 1.9 Mecanismos de muerte celular activador por las células NK, en células tumorales, a 





1.2.7    Células NK en el microentorno tumoral 
 Como se ha tratado anteriormente, las células NK tienen la capacidad innata de 
reconocer y eliminar células tumorales, y su infiltración en tumores está asociada a un buen 
pronóstico (202). Además son capaces de destruir CSC (del inglés, Cancer Stem Cell) (203) y 
controlar el desarrollo de metástasis (204). Sin embargo, son sensibles a los cambios que se 
producen en el microentorno tumoral. Éste les opone barreras para contactar con las células 
tumorales y las conduce a un estado de anergia (205).  
  
 En primer lugar, las células NK se ven afectadas por la polarización del microentorno a 
un fenotipo TH2. En un contexto TH1 las células NK pueden interaccionar con DCs y macrófagos 
que promueven su activación, o con neutrófilos, que favorecen su diferenciación (205). Sin 
embargo, en un contexto TH2 están expuestas a diversos factores que las modulan. Por ejemplo, 
las citoquinas liberadas por los TAFs, MDSC y Tregs disminuyen la expresión de NKp30, NKp44, 
DNAM-1 y NKG2D. Estas citoquinas inmunosupresoras son esencialmente PGE2 y TGF-β, el cual 
también actúa anclado a la membrana de los Treg (206-209). Adicionalmente, los Treg compiten 
con las células NK por la IL-2 del entorno (210).  
 
 Por otro lado, se ha observado que las células tumorales también pueden liberar 
citoquinas inmunosupresoras, como IDO o PGE2, que disminuyan la expresión de los receptores 
de activación (208). Otros mecanismos que contribuyen a la evasión del ataque de las células 
NK son la disminución de la expresión de los respectivos ligandos de activación (211); o su 
escisión (shedding), generando formas solubles que compiten por los receptores como NKG2D 
y NKp30 de las células NK (212); la inducción de señales de inhibición (PS) durante la apoptosis, 
que señaliza a través del receptor CD300a (213); o el desarrollo de mecanismos de tolerancia, 
debido a una exposición crónica a ligandos de activación como MICA, que generan la pérdida de 
los receptores de activación (211).  
 
Finalmente, las células NK también se ven afectadas por factores físico-químicos, como 
la hipoxia, el pH ácido y la falta de glucosa. Por ejemplo, las especies reactivas de oxígeno (ROS) 
derivadas de los monocitos suprimen la actividad de las células NK e inducen su apoptosis (214, 
215). También se produce un cambio metabólico en las células NK debido a los factores 
inducidos por la hipoxia (HIF-1; del inglés, Hypoxia-Inducible Factor-1) que, junto con la 





1.3. Inmunoterapia  
Las evidencias que apoyan la teoría de la inmunoedición y el ciclo de la inmunidad 
antitumoral impulsaron a que la terapia en cáncer se enfocara a la actividad antitumoral del 
sistema inmune (78, 218). Sin embargo, este concepto apareció mucho antes, cuando Coley 
observó la desaparición del tumor de un paciente con sarcoma tras haber desarrollado una 
infección en el mismo. En esta idea se basó el uso del bacilo BCG de la tuberculosis bovina (bacilo 
Calmette-Guérin) para prevenir la recurrencia del cáncer de vejiga (219). En ambos casos se 
piensa que la infección es capaz de reactivar el sistema inmune de los pacientes (220).  
 
La inmunoterapia es una estrategia terapéutica que aprovecha el sistema inmune para 
conseguir una respuesta contra el tumor. En este sentido, es la primera que busca una respuesta 
duradera intentando prevenir recaídas o la aparición de metástasis (221). En cuanto a su 
mecanismo de acción, puede estar enfocada bien a modular o a restaurar el sistema inmune, 
según lo cual se hablará de inmunoterapia activa o pasiva (222). 
 
1.3.1    Inmunoterapia activa 
La inmunoterapia activa induce una respuesta inmune dentro del organismo. Este tipo 
de tratamientos requiere de un paciente inmunocompetente (1, 223).    
 
1.3.1.1 No específica. Moduladores del sistema inmune 
Los precursores de este grupo de tratamientos son las mencionadas toxina de Coley y la 
vacuna BCG. Actualmente, se encuentran aprobados los siguientes grupos de tratamientos:  
 
Los adyuvantes inmunoestimuladores parten de la idea de que ya existe una respuesta 
específica frente al tumor, y pretenden activar dicha respuesta inmune al aportar las “señales 
de peligro” necesarias para generar un reconocimiento. Actúan favoreciendo la presentación 
antigénica o mediante la inducción de citoquinas proinflamatorias que generen un 
microentorno inmunoestimulador (1).  
 
 Agonistas de PRR. Los PRR son receptores que reconocen señales de peligro 
asociadas a microbio, como el LPS; o asociadas a daño, como el DNA mitocondrial y HMGB-1 





Nucleotide-binding oligomerization domain containing (NOD)-Like Receptors). Aunque no de 
manera exclusiva, se encuentran en células del sistema inmune innato que liberan citoquinas 
como el IFN-I (222). Algunos ejemplos serían: el imiquimod (224), que reconoce TLR7; el 
mifamurtide, que reconoce NOD2 (225); el monofosforil lípido A que reconoce TRL4 4 (226) y la 
vacuna BCG que reconoce TLR2/TLR4 (227). 
 
 Inductores de muerte celular inmunogénica. El concepto de muerte celular 
inmunogénica se refiere a un tipo de muerte controlada que es capaz desencadenar una 
respuesta inmune adaptativa y, por lo tanto, generar memoria inmunológica (222, 228). Los 
inductores de este tipo de muerte incluyen tratamientos de quimioterapia, radioterapia o 
terapia fotodinámica que pueden inducir la liberación de DAMPs, una mayor inmunogenicidad 
o una mayor sensibilidad al ataque de células efectoras (60, 229). Algunos ejemplos serían: 
bleomicina (230), bortezomib (231), ciclofosfamida (232), antraciclinas (233) y oxaliplatino 
(234). 
 
 Inhibidores del metabolismo inmunosupresor. La enzima IDO constituye uno de los 
principales inmunosupresores inducidos por los tumores, especialmente para linfocitos T 
(apartado 1.1.4.1) (60).  Algunos inhibidores de IDO, como el indoximod (1-metil-D-triptófano), 
se encuentran en ensayo (222).  
 
 Otros. La lenalidomida y la pomalidomida son derivados de la talidomida con 
propiedades inmunoduladoras (235). Estos fármacos tienen un efecto indirecto in vivo en la 
modulación de células NK (236). Otros agentes inclinan el balance de la población de macrófagos 
M1 sobre los M2. Por ejemplo, la trabectedina que es el único aprobado para su uso en clínica, 
o inhibidores de la señalización de vías de quimioquinas como la CCL2/CCR2 (229) y la CXCR4 
(237). También existen, en ensayo, estrategias para eliminar las células MDSC circulantes, por 
ejemplo mediante ATRA (del inglés, All-transreticoic acid) (238); o mAb bloqueantes de la señal 
antifagocítica CD47 (239). Por último, se está estudiando el bloqueo de la citoquina 
inmunosupresora TGF-β mediante mAbs como el Fresolimumab  (240), o impidiendo la  vía de 









Las citoquinas se pueden administrar in vivo, generalmente por vía parenteral, para 
generar una respuesta antitumoral. Su acción se dirige principalmente a las células efectoras del 
sistema inmune (linfocitos Tc y células NK), pero también a las células del estroma (1). El 
inconveniente es que, para conseguir concentraciones efectivas a nivel tumoral, es necesario 
administrar las citoquinas a altas dosis que suelen ocasionar toxicidades (242, 243).Dentro de 
las citoquinas aprobadas en clínica se encuentran el IFN-ɑ y la IL-2. La IL-2 también se ha 
formulado combinada a la toxina de la difteria para ejercer citotoxicidad sobre células que 
expresen el receptor de IL-2 (222); o modificada genéticamente para disminuir su afinidad por 
el receptor  IL-2Rα y mejorar su especificad sobre linfocitos T antitumorales (244). Otros 
ejemplos de citoquinas en ensayo son: la IL-12 (245), IL-15 (246), IL-18 (247) e IL-21 (248). 
Aunque la IL-15, (249) y la IL-21 (250) han mostrado cierta eficacia en monoterapia, estas 
citoquinas se administran como coadyuvantes de otras inmunoterapias. 
 
1.3.1.2 Específica.  
A diferencia del caso anterior, la inmunoterapia específica se basa en la inducción de 
una respuesta frente a antígenos concretos del tumor, que se presentan de manera 
inmunogénica. De este modo se pretende superar la tolerancia al tumor.  
 
1.3.1.2 a Vacunas 
 
Los primeros intentos de este tipo de terapia se remontan a principios del siglo XX, 
cuando Le Bertrand utilizó una vacuna de células tumorales del propio paciente (autólogas) y 
observó un caso de regresión. Hoy en día se disponen de técnicas para identificar los antígenos 
tumorales y administrarlos junto con adyuvantes para generar una respuesta efectiva y 
duradera (1). Según el producto que se administre se distinguen:  
 
 Vacunas de péptidos: se dirigen frente a antígenos específicos de tumor o antígenos 
asociados a tumor. Estos últimos pueden estar presentes en las células normales pero su 
expresión se altera en tumores. Los tratamientos se pueden en basar en una combinación de 
péptidos sintéticos inmunogénicos comunes a distintos pacientes (251, 252), un lisado tumoral 
autólogo, o un lisado tumoral de otro paciente con el mismo tumor (alogénico) (348). Cada 
estrategia tiene sus ventajas e inconvenientes; por ejemplo, la restricción alélica de MHC, la 





péptidos son las vacunas de ADN, en las que la secuencia que codifica para el antígeno se inserta 
en un vector que se administra al paciente (222).  
 
 Terapia de células dendríticas: aprovecha la capacidad de presentación antigénica 
de las DCs y su efecto inmunomodulador al liberar IL-12, IL1-β y TNF-ɑ (253). Se suele partir de 
monocitos de sangre periférica del paciente, aunque también de DCs circulantes o precursores 
CD34+. Estas células se maduran in vitro y se incuban con péptidos sintéticos, mRNA o lisados 
tumorales para aumentar su inmunogenicidad (Figura 1.10) (222, 254). Los ensayos clínicos 
realizados hasta el momento han demostrado que es una estrategia segura con una eficacia 
variable. A pesar de ello, en el 2010 se aprobó la vacuna Sipuleucel-T frente al cáncer avanzado 
de próstata (255).  
 
 
1.3.1.2 b Anticuerpos reguladores de puntos de control del sistema inmune 
 
Estos mAbs se denominan inmunomoduladores por ir dirigidos frente a moléculas de 
co-estimulación o co-inhibición, que están implicadas en la activación y homeostasis del sistema 
inmune. De este modo, favorecen la respuesta anti-tumoral y contribuyen a superar el estado 
de tolerancia inducido por el tumor como mecanismo de evasión (256). 
 
 Activadores: actúan como agonistas de las moléculas co-estimuladoras. Estas 
moléculas pueden pertenecer a la superfamilia de las Ig, como CD28. Los agonistas de CD28 
actúan aportando la segunda señal en la activación de linfocitos T. Sin embargo han mostrado 
graves efectos adversos en los ensayos clínicos (257). Por otro lado se encuentran las moléculas 
de la superfamilia del TNFR, que son diana de mAbs en ensayo. El mAb Urelumab está dirigido 
frente a CD137, que se expresa en linfocitos activados y en células NK que han reconocido un 
Ab a través de CD16 (257, 258). Los agonistas de OX40 y de GITR (del inglés, Glucocorticoid-
induced tumor necrosis factor receptor family-related protein) favorecen la proliferación y 
supervivencia de los linfocitos Tc y TH, e inhiben la acción de las Treg. En el caso de CD40,  
favorecen la activación de a las APCs y la presentación antigénica. Finalmente, los agonistas de 
CD27 favorecen la activación de linfocitos T y B vírgenes y la función de las células NK (258). 
 
 Inhibidores: actúan bloqueando receptores que inicialmente fueron 





pretenden devolver la funcionalidad a estos linfocitos (259, 260). Posteriormente, se ha 
observado que otras poblaciones celulares también son capaces de expresarlos. Por ejemplo, 
las células NK de los pacientes con cáncer sobreexpresan PD-1, TGIT y TIM-3 (258, 260). El primer 
mAb aprobado frente a estos checkpoints fue el bloqueante de CTLA-4 (Ipilimumab) (260). 
Libera los ligandos CD80/86 de las APC ganglionares, de modo que se pueden unir al receptor 
co-estimulador CD28 de los linfocitos T (258). Además, también favorece la depleción de 
linfocitos Treg. Posteriormente llegaron los anticuerpos frente al receptor PD-1 (Nivolumab, 
Pembrolizumab y Pidilizumab), o frente a sus ligandos, PD-L1 (Atezolizumab) y PD-L2 (en ensayo 
clínico) (258). Actúan a nivel del microentorno tumoral, impidiendo la interacción con el tumor 
y las células del estromales. Los bloqueantes de PD-1 favorecen además la depleción de 
linfocitos Treg (258, 261, 262). Estos dos grupos de inhibidores de checkpoints han mostrado 
respuestas duraderas en distintos tipos tumorales, especialmente melanoma y cáncer de 
pulmón (260, 263). Sin embargo, la aparición de resistencias y de efectos adversos relacionados 
con autoinmunidad han evidenciado la necesidad de encontrar biomarcadores de respuesta y 
otros tratamientos alternativos (256). Otros mAbs en ensayo están dirigidos frente a los 
receptores LAG-3, TIM-3, TIGIT y VISTA (256). De hecho, aunque la estrategia de combinación 
más estudiada es la de CTLA-4 y PD-1 (258), la combinación de anti-LAG-3 (264), o de anti-TIM-
3 (265), con los inhibidores de PD-1 ha mostrado sinergia. Finalmente, también existen mAb 
para receptores expresados principalmente en las células NK, aunque también en algunas 
poblaciones de linfocitos T. Es el caso de  los mAb anti-KIR (Lirilumab) y anti-NKG2A 
(Monalizaumab), que se encuentran en ensayo. Mientras que Lirilumab no ha conseguido 
mostrar eficacia, parece que Monalizumab ofrece buenos resultados (258, 266). 
 
1.3.2    Inmunoterapia pasiva 
 Engloba a una serie de agentes terapéuticos que poseen actividad antineoplásica por sí 
mismos. Por ello se dice que restauran las funciones alteradas del sistema inmune del paciente.  
 
1.3.2.1 Específica. Anticuerpos antitumorales 
Esta estrategia tiene su origen en el trabajo de Miltein y Köler, quienes desarrollaron la 
tecnología para la producción de mAb. En la actualidad, es la inmunoterapia más empleada y la 
mejor caracterizada. Atendiendo a su funcionalidad se ha establecido una clasificación de los 






 Anticuerpos dirigidos frente a receptores de vías de señalización activadas en las 
células tumorales. Actúan bloqueando la unión del ligando e impidiendo así el crecimiento y 
proliferación celular. Por ejemplo: el anticuerpo Cetuximab frente a EGFR (268).  
 
 Anticuerpos que reconocen y neutralizan factores tróficos producidos por el tumor 
o las células del estroma. Por ejemplo: el anticuerpo Bevacizumab, que bloquea el factor VEGF 
previniendo la angiogénesis, el crecimiento tumoral y la metástasis (269).  
 
 Anticuerpos que inducen la muerte de las células tumorales directamente o a través 
de otros mecanismos que implican al sistema inmune (vía del complemento, fagocitosis o ADCC). 
Por ejemplo: el anticuerpo Rituximab frente al CD20 de los linfocitos B (270).  
 
 Anticuerpos monoclonales conjugados a toxinas, drogas o isótopos radiactivos. En 
este caso el anticuerpo actúa como un transportador que dirige al tumor un cierto compuesto 
activo antineoplásico. Por ejemplo, el anticuerpo Gemtuzumab Ozogamicina dirigido frente a 
CD33 y unido al antibiótico antitumoral calicheamicina (271).  
 
 Anticuerpos bi-/tri- específicos, que se unen a varias dianas simultáneamente. El 
diseño de estos anticuerpos es muy variado. Por ejemplo, Catumaxomab (272) es un anticuerpo 
triespecífico que resulta de la combinación de las cadenas pesadas y ligeras de dos mAb frente 
a EPCAM y CD3. Blinatunomab (273) es un anticuerpo de los denominados BiTE (del inglés, 
Bispecific T cell engager) producidos por la unión de dos scFv (del inglés, single chain variable 
domain fragment), frente a CD19 y CD3, a través de un espaciador (274-276).  
 
 Por último indicar que, además de estas funciones descritas, los mAb también 
pueden poseer propiedades inmunomoduladoras asociadas a su fragmento Fc. Los anticuerpos 
con isotipo IgG1 desencadenan respuesta de ADCC, como ocurre por ejemplo en el caso del 










1.3.2.2 Virus oncolíticos 
 La viroterapia utiliza cepas de virus no patogénicos, que infectan específicamente a 
células tumorales. Esta especificidad se debe más al metabolismo tumoral que al tropismo viral 
(278, 279). Este potencial citotóxico puede ser innato, debido a un exceso de metabolismo en la 
célula tumoral que se conoce como “efecto citopático”. Por otro lado, puede ser mediado por 
productos génicos que sean tóxicos para la célula (222). La liberación de restos celulares y 
antígenos virales debido a la lisis tumoral contribuye a generar una respuesta inmune (280). 
Además, mediante la manipulación genética se pueden dirigir los virus frente a antígenos 
específicos; inducir la síntesis de enzimas que convierten profármacos en agentes citotóxicos; o 
hacer que expresen citoquinas/ quimiocinas inmunomoduladoras (222). Actualmente se 
encuentra aprobado el uso de Talimogene Laherparepvec, un virus herpes-simple 1 atenuado, 
para el tratamiento del melanoma (281).  
 
1.3.2.3 Inmunoterapia celular adoptiva 
 En general, la ACT (del inglés, Adoptive Cell Therapy) se basa en la transferencia de 
células citotóxicas que se han manipulado ex vivo para modificarlas, activarlas o expandirlas. 
Según el origen de las células transferidas se habla de una inmunoterapia celular autóloga o 
alogénica.  
 
1.3.2.3 a Inmunoterapia celular adoptiva no específica 
 Las células LAK (del inglés, Lymphokine Activated Killer) se obtienen del cultivo de los 
linfocitos de sangre periférica (PBMCs; del inglés, Peripheral Blood Mononuclear Cells) con altas 
dosis de IL-2. Resulta una población heterogénea que parece provenir de las células NK (Figura 
1.10) (243).  Las células LAK pueden reconocer y destruir un rango amplio, no específico, de 
células transformadas. Su eficacia in vivo depende de la continua administración de IL-2, lo cual 
genera altas toxicidades (282, 283).  Además, un ensayo que comparaba la eficacia de la 
administración de IL-2 sola o en combinación con LAK no pudo probar su beneficio clínico (284). 
Por todo ello, no se siguió con su uso en clínica (285, 286); aunque estudios posteriores apuestan 
por una optimización del protocolo de empleo (287). 
 
 Las células NK, tienen de manera innata el potencial para destruir células alteradas. En 
el contexto de un tumor desarrollado, se pueden activar ex vivo para incrementar su potencial 





Las células CIK (del inglés, Cytokine Induced Killers) son una población heterogénea de 
células NKT, activadas in vitro a partir de la incubación con IL-2, IFN-ɣ y OKT3, aunque también 
se está estudiando el efecto de otras ILs como IL-1, IL-7 o IL-15. En ensayos clínicos, el empleo 








Figura 1.10 Inmunoterapia celular basada en A) TILs purificados a partir de biopsias; B) Vacunas de DCs 
expuestas a antígenos tumorales; C) Linfocitos Tc activados, a partir de PBMCs, con péptidos tumorales y 
D) LAK activados, a partir de PBMCs, con altas dosis de IL-2. Elaboración propia.  
 
 
1.3.2.3.b Inmunoterapia celular adoptiva específica 
 
 Dentro de la terapia basada en linfocitos T se pueden distinguir distintas estrategias de 
modulación de la actividad ex vivo (Figura 1.10). Por un lado, la obtención de linfocitos Tc 
específicos de antígenos tumorales a partir de PBLs que se cultivan con DCs o agonistas de CD3 
y CD28, en presencia del antígeno tumoral. Debido a su falta de reproducibilidad, el escape 
antigénico de los clones del tumor (289, 290) y su elevado coste, esta terapia todavía se 
encuentra en ensayo (291, 292). Por otro lado, la obtención de TILs (del inglés, Tumor Infiltrating 
Lymphocytes) a partir de biopsias de tumor que se cultivan en un medio suplementado con IL-
2. Los clones que se desarrollan de esta primera estimulación se expanden con células 
estimuladoras, el anticuerpo OKT3 (agonista anti-CD3) e IL-2 durante 5-6 semanas. Esta 
aproximación se encuentra más extendida y cuenta con resultados esperanzadores para algunos 
tumores como el melanoma (243, 293, 294). Sin embargo, todavía no existen ensayos que 





 Una de las principales desventajas del empleo de TILs es su escasa disponibilidad por 
problemas de accesibilidad al tumor. Para solventar este problema, y mejorar además la eficacia 
antitumoral, se planteó como alternativa el desarrollo linfocitos T modificados genéticamente 
que expresaran un receptor quimérico (CAR; del inglés, Chimeric Antigen Receptor) específico 
de un antígeno tumoral. Es lo que se conoce como células CAR-T (1, 243, 290). 
 
El diseño de los CAR-T está basado en la estructura de un TCR, pero con la ventaja de no 
estar restringidos por HLA. El primer CAR-T fue diseñado por el grupo de Eshhar en 1989 (295). 
Su estructura básica se compone de los siguientes dominios (Figura 1.11): 
 
 Un dominio extracelular de reconocimiento de antígeno. Generalmente, se trata de 
un scFV, que se compone de las regiones variables de un mAb unidas por un espaciador. Sin 
embargo, también pueden encontrarse regiones de fragmentos Fab de anticuerpos o ligandos 
de un determinado receptor. Una de las ventajas de los CAR es que no sólo pueden reconocer 
péptidos, sino también carbohidratos y glicolípidos (296). Al final de la secuencia de este 
dominio de reconocimiento se encuentra una región bisagra, que es el responsable de ofrecer 
flexibilidad de movimiento (297). Generalmente, el espaciador se compone de la región bisagra 
de la IgG1 (296).  
 
 Un dominio transmembrana, que cumple con funciones estructurales. Son comunes 
los dominios transmembrana de CD3, CD4 y CD8 (298).  
 
 Un dominio intracelular de transducción de la señal. Normalmente está formado por 
la cadena CD3-ζ que, tras recibir la señal de unión, es capaz de poner en marcha los mecanismos 
citotóxicos (296).  
 
Estos dominios esenciales constituyen los denominados CARs de primera generación. 
Sin embargo, incluso modelos in vivo de ratón, estos CAR no fueron capaces de inducir una 
repuesta potente de citoquinas, como la IL-2 o IFN-ɣ, volviéndose anérgicos; ni generar una 
expansión (296, 299).  
 
 La introducción de dominios de coestimulación en la fracción intracelular del CARs 
dio lugar a los CAR de segunda (un dominio) y tercera (más de un dominio) generación. Hasta 





fracción citoplasmática de las moléculas CD28, 4-1BB, DAP10, OX40 o ICOS. La inclusión de estos 
dominios proporciona una mayor actividad y persistencia de los CAR-T (296, 298, 299).  
 
 Posteriormente se diseñaron los CARs de cuarta generación, también denominados 
“CARs armados” o TRUCKS (del inglés, T cell Redirected Universal Cytokine Killing). En este caso, 
tras la activación del CAR se activan vías de transducción por las que se libera una molécula 
transgénica (presente en otro transgen) al microentorno (300) , por ejemplo, la IL-12 (301) o la 
IL-18 (302). A partir de aquí, se han ido desarrollando distintos enfoques para mejorar la 
efectividad, especificidad y persistencia de los CAR; de modo que se habla de la “siguiente 
generación de CARs” (303): basados en nanobodies  (304); quiméricos (305); bifásicos, que 




Figura 1.11 Diseño y evolución de los Receptores Quiméricos de Antígeno (CAR). Elaboración propia.  
 
 A nivel clínico, dos terapias CAR-T cuentan con la aprobación de las agencias 
reguladoras europea y americana. Son el Tisagenlecleucel -T (CD19-41BB-CD3ζ) y Axicabtagén 
Ciloleucel (CD19-CD28- CD3ζ) (300).  Los ensayos clínicos con CARs frente a CD19 han mostrado 
resultados exitosos frente a neoplasias hematológicas de la estirpe B (308, 309). En cuanto a 
tumores sólidos, se han generado CARs frente a un gran número de dianas (EGFR, CEA, Her2, 
MART, GD2 etc), que son antígenos compartidos por un tipo tumoral. Los resultados 
encontrados hasta el momento son más modestos y variables, probablemente debido a todas 







1.3.3    Inmunoterapia basada en células NK  
La actividad anti-tumoral in vivo de las células NK está regulada por factores que 
implican al tumor y al estroma. Por eso, una parte de la terapia basada en células NK se ha 
centrado en fármacos que favorecen la activación las células NK endógenas. Estos fármacos se 
encuadran dentro de las estrategias activas mencionadas anteriormente (apartado 1.3.1).  
 
El ejemplo más claro se encuentra en los primeros estudios basados en la administración 
de IL-2 a los pacientes. La administración de citoquinas como la IL-2 y la IL-15 tienen un efecto 
en la persistencia, expansión, migración o citotoxicidad (249). Entre otros mecanismos, ensayos 
in vitro han mostrado una alteración en el perfil de receptores, sobreexpresando receptores de 
activación como NKG2D y algunos NCR. También los fármacos inmunomodulares como la 
lenalidomida han mostrado un aumento de NKp44 y NKp46 en las células NK de pacientes 
tratados (312). Finalmente, el bloqueo del TGF-β elimina el antagonismo que produce la 
citoquina sobre los efectos de la IL-15, e induce la expresión de NKG2D y NKp30 (236). 
 
Otra estrategia para mejorar la función de las células NK se basa en alterar el balance de 
señales de activación e inhibición que reciben del entorno. En el primer caso, algunos mAbs 
inducen ADCC, el fármaco bortezomib disminuye la expresión de HLA-I (313) y los fármacos 
etopósido y doxorrubicina aumentan la expresión de DNAM-1 y de ligandos de NKG2Dn(314). 
En el segundo caso, algunos mAb bloquean los receptores KIR o sus ligandos; otros bloquean 
ligandos de inhibición solubles que libera el tumor; otros mAb bloquean los puntos de control 
de las células NK, etc.  
 
1.3.3.1 Inmunoterapia celular adoptiva con células NK 
La ACT con células NK empezó a despuntar a raíz de los de los trasplantes de células 
hematopoiéticas (HSCT; del inglés, Hematopoietic Stem Cell Transplantation) (315). Estos 
trasplantes se pueden realizar en condiciones de (316): 
 
 HLA-idéntico, donde donante y receptor comparten los dos haplotipos. Aunque 
se minimizan los riesgos de rechazo, es una condición difícil de cumplir.   
 
 HLA-haploidéntico, donde donante y receptor comparten un haplotipo y 






 No compatible, donde difieren los dos haplotipos. Es una condición a evitar.  
 
Los trasplantes haploidénticos son los más habituales, aunque conllevan riesgos 
asociados al tratamiento. Por ejemplo, la población de células T alorreactivas del donante puede 
generar una enfermedad de injerto frente a huésped (GvHD; del inglés, Graft vs Host Dissease). 
Es por ello que la terapia evolucionó en la selección de las poblaciones celulares transferidas 
(317). Así se vio que en aquellos en que se habían eliminado los linfocitos T, existía una población 
de células NK alorreactivas procedentes del donante que eran capaces de reconstituir 
rápidamente las células NK circulantes (318). Esas células NK, que se caracterizaban por la falta 
de complementariedad en un haplotipo, eran capaces de rechazar células tumorales de 
leucemia sin generar GvHD (316, 319-321). Esta terapia se centró entones en el la 
caracterización fenotípica de los KIR y HLA del donante y el receptor para asegurar una falta de 
complementariedad, pero minimizando el riesgo de rechazo. Como consecuencia, se observó 
una mejoría en las tasas de supervivencia y recaída (315, 322, 323). 
 
En este contexto, se consideró la inmunoterapia celular adoptiva con células NK (Figura 
1.12) como una alternativa terapéutica a los tratamientos convencionales de quimio y 
radioterapia. Además, en términos de terapia celular, las células NK presentan la ventaja, sobre 
los linfocitos T, de no tener una respuesta específica de antígeno restringida por HLA.  
 
1.3.3.1 a Fuentes de células NK 
Los primeros ensayos basados en esta terapia celular se realizaron utilizando células NK 
autólogas (Figura 1.12) para tratar neoplasias hematológicas; aunque posteriormente también 
se han evaluado frente a tumores sólidos como cáncer de mama (324),  melanoma o carcinoma 
de riñón (325). Sin embargo, aunque es una terapia que reduce las posibilidades de rechazo, no 
se han observado beneficios clínicos (326). Esta falta de respuesta se asocia a los efectos 
secundarios de la co-administración de IL-2, como la proliferación de linfocitos Treg (210), y a la 
tolerancia de HLA esencialmente (327). Por ello, se ha preferido el uso de células NK alogénicas 
(Figura 1.12) que, a partir de la experiencia en los HSCTs, han mostrado ser efectivas sin 
comprometer la seguridad del paciente (328, 329). Posteriormente, se realizaron ensayos 
basados en células NK alogénicas en un contexto fuera del trasplante de células hematopoiéticas 





alguna excepción de tumores sólidos como el cáncer de pulmón o el cáncer ovárico y de mama 
(333, 334).  
 
 
Figura 1.12 Terapia celular adoptiva de células NK A) alogénicas o B) autólogas, activadas y expandidas 
ex vivo. Elaboración propia, basada en la figura de Guillery et al. 2016 (335).    
 
Otra estrategia consiste en el empleo de líneas celulares, que están caracterizadas y no 
presentan problemas de supervivencia a largo plazo como en el caso de las células NK primarias 
(322). La línea celular NK-92 es la única que está aprobada para su uso en clínica. Presenta las 
características de carecer de KIRs y ser dependiente de IL-2. Su eficacia se ha probado en varios 
ensayos, aunque con malos resultados (336, 337). Así, la inmunoterapia con células NK involucra 
habitualmente a un donante, y se distinguen distintas fuentes para su obtención: 
 
 PBMCs: se pueden obtener directamente del donante o tras una leucaféresis, 
utilizando factores estimuladores como el G-CSF (del inglés, Granulocyte- Colony Stimulting 
Factor) para movilizar progenitores hematopoyéticos CD34+. Constituyen la principal fuente de 
obtención y, debido al escaso número de células NK (5-20% de los PBMCs), es necesario aplicar 
técnicas de expansión ex vivo (aparatdo 1.3.3.1b) (315).  
 
 Médula ósea y cordón umbilical: ambas son una fuente importante de 
progenitores hematopoyéticos CD34+. La primera tiene un uso es minoritario debido a que se 
prefiere la leucaféresis. Sin embargo, el uso del cordón umbilical se consolidó tras el primer 
trasplante en un paciente con anemia de Fanconi (338). Los protocolos de expansión realizados 
con éxito requieren un cultivo  enriquecido en citoquinas (339) o su combinación con líneas 
celulares estromales para reconstituir el microentorno de la médula ósea (340). Otra alternativa 





PBMCs (340, 341). Las altas tasas de expansión de algunos estudios han llevado a la realización 
de ensayos clínicos (342).  
 
 Células madre embrionarias (hESC) y pluripotentes inducidas (iPSC): poseen una 
pluripotecia innata (hESC) o adquirida, tras tratar células somáticas con ciertos factores 
reprogramantes (iPSC). A partir de ellas se pueden diferenciar los progenitores hematopoyéticos 
CD34+ y conseguir la diferenciación a células NK a través de distintos protocolos. Algunos de 
ellos han conseguido alcanzar la producción a escala clínica (343, 344).  
 
1.3.3.1 b Protocolos de activación y expansión de células NK 
Como se ya se conocía a partir de la experiencia con las LAK, la capacidad citotóxica de 
las células NK puede aumentar con la exposición de las células a algunos factores como la IL-2. 
Además, para su uso en clínica, se requiere un número elevado de células (con rangos típicos de 
5-50x106/kg) (322). Por ello, ha habido un gran interés en el desarrollo de protocolos que 
permitan la activación y expansión de las células NK. Estos protocolos pueden partir del conjunto 
de PBMCs o de células CD56+ purificadas. Aunque para la producción en condiciones GMP (del 
inglés, Good Manufacturing Practice) se suele realizar la eliminación de células CD3+ y la 
posterior selección de las células CD56+ antes de su expansión (345). Generalmente, los 
protocolos estudiados se mantienen en cultivo durante 2-3 semanas, y emplean una 
combinación de distintos factores que proporcionen señales de supervivencia, proliferación y 
activación (346).  
 
 Interleuquinas: Las células NK activadas a base de IL se suelen denominar CIK (de 
inlgés, Cytokine Indudced Killers) (346). La IL-2 es la más estudiada. Se ha visto que aumenta la 
proliferación y la citotoxicidad de las células NK (347, 348). La IL-15 promueve el desarrollo (349), 
expansión y supervivencia (350, 351) de las células NK en mayor medida que la IL-2 (346), y 
también es capaz de aumentar su citotoxicidad (352). En el organismo señaliza a través de los 
receptores IL-2/IL-15βɣc de las células NK al ser trans-presenta en la superficie de los monocitos 
(353), por lo que algunos estudios han simulado esta presentación a través de células 
estimuladoras (354, 355). La IL-12 promueve un fenotipo más maduro en las células NK; 
aumenta la expresión de moléculas de adhesión (356) y de CD16 y, en consiguiente, su capacidad 
citotóxica a través de ADCC (357, 358);  y la liberación de IFN-ɣ (359). De manera similar, la IL-
21 también promueve la maduración de las células CD56dim. Así, la exposición a esta IL favorece 





puede cooperar con las demás en este efecto (361). Finalmente, la IL-18 sinergiza con la IL-2 en 
la proliferación de las células NK (362) o con la IL-12 y la IL-15 en la generación de un fenotipo 
de memoria y la producción de IFN-ɣ (135).  
 
 Células estimuladoras: son capaces de incrementar la tasa de expansión respecto al 
uso de ILs solas. Algunos estudios han utilizado el conjunto de PBMCs irradiados como células 
estimuladoras (363), aunque lo más común es el empleo de líneas celulares. Por ejemplo, las 
líneas celulares linfoblastoides B (LCL) transformadas con el virus Epstein-Barr (EBV+) (341, 364, 
365), la línea celular linfoblastoide T-KL1 (366) o la línea celular de leucemia K562. Esta última 
se ha modificado genéticamente para expresar quimeras de IL-15 y 4-1BB, o de IL-21 y 4-1BB, 
ancladas en la membrana (361, 367, 368)  
 
 Otros factores que se han incluido en los cócteles de estimulación son la 
hidrocortisona (369), o agonistas de CD16 (346). 
 
 Expresión de CARs: aunque es una estrategia todavía menos expandida que en el 
caso de linfocitos T, las células NK presentan ciertas ventajas: mantienen su capacidad 
antitumoral innata, no generan una expansión clonal con el consiguiente síndrome de liberación 
de citoquinas y no provocan GvHD (370-372) Gracias a estas ventajas se ha extendido su estudio 
a nivel pre-clínico y hay alrededor 20 ensayos clínicos frente a distintas dianas como CD19, CD30, 
GD2, mesotelina o Her2. Los CARs se pueden clonar tanto en células primarias como en la línea 
NK92, aunque con una eficiencia menor a los linfocitos T (372). Finalmente, se está estudiando 
la introducción de dominios intracelulares propios de las células NK, como NKG2D (373) o 2B4 
Alvater (374), para mejorar la transducción.  
 
Una vez optimizado el protocolo de expansión, es necesario tener en cuenta ciertos 
factores a la hora de llevar a la clínica la ACT con células NK. En primer lugar, la pureza, viabilidad 
y caracterización del cultivo. Aunque no hay unos requisitos estandarizados, algunos estudios 
han establecido sus criterios para evitar una situación de GvHD o una tormenta de citoquinas. 
La caracterización del cultivo también permite determinar el perfil de receptores que expresan 
las células NK, por ejemplo, es común la escisión “shedding” de CD16 en la expansión (345, 375). 
En segundo lugar, hay que considerar que la vida media de las células NK in vivo suele estar 
entorno a los 7 días. Por ello, es necesaria la administración concomitante de citoquinas para 





fisiológicas y tumorales que reducen su actividad, en especial en el caso de los tumores sólidos. 
Por eso, se ha estudiado la combinación de la ACT basada en células NK con otros tratamientos 
que mejoren su actividad (apartado 1.3.3). Por ejemplo, estrategias para potenciar el 
reconocimiento de las células transformadas; mejorar el tráfico hacia el tumor; o superar la 
inmunosupresión del microentorno (335, 378). 
 
1.3.4    Retos de la inmunoterapia 
Como se comentó anteriormente, el principal reto de la inmunoterapia es lograr una 
respuesta duradera, creando memoria inmune. Sin embargo, cada una de las distintas 
estrategias tiene unos retos particulares. 
 
La terapia que cuenta con una mayor experiencia es la basada en los anticuerpos 
monoclonales. Esto ha permitido observar a la aparición de resistencias que permiten la 
supervivencia del tumor (379, 380).  Igualmente se han detectado casos de inmunognicidad de 
los anticuerpos, que pueden reducir su efectividad (381).   
 
 La ACT tiene como reto principal asegurar la persistencia y proliferación de las células 
transferidas. Los estudios han comprobado que es necesario un acondicionamiento previo del 
paciente para inducir inmunosupresión y una administración de IL-2 en combinación con esta 
terapia (290). Por otro lado, en tumores sólidos, la eficacia va a estar asociada a la capacidad de 
infiltración de los linfocitos (472). 
 
En cuanto a la terapia con CAR, existe una gran investigación por delante para mejorar 
los resultados en tumores sólidos. Por otro lado, se debe estudiar la toxicidad del tratamiento. 
Es necesaria una selección cuidadosa del antígeno. Por lo general se prefieren neoantígenos 
frente a los antígenos asociados a tumor. Los últimos son propensos a generar respuestas 
específicas de la diana fuera del tumor. Por ejemplo, en los CAR frente a CD19 se produce una 
depleción de linfocitos B, que se puede resolver mediante el aporte de inmunoglobulinas. Sin 
embargo, el CAR frente a Her2 resultó altamente tóxico (382). Otros aspectos a prevenier serían: 
la tormenta de citoquinas inducida por los linfocitos T activados (383); la aparición de 
inmunogenicidad frente al CAR o la aparición de mutaciones en ongocenes derivada del uso de 
retrovirus; o la selección de clones tumorales que dejan de expresar el antígeno frente al que se 





1.4 Cáncer colorrectal  
El cáncer colorrectal (CCR) se ha establecido como un grave problema de salud a nivel 
mundial. Es el tercer tipo de cáncer más diagnosticado (6,1%) y el segundo más letal (9,2%). 
Según las últimas estadísticas de GLOBOCAN del año 2018, se diagnosticaron 1,8 millones de 
nuevos casos y hubo 880.000 muertes asociadas a la enfermedad (384). La incidencia y 
mortalidad, en comparación con el conjunto de cánceres, también depende del género y la 
edad. Existe una mayor incidencia y mortalidad en los hombres, y su inicio suele ser más común 
a partir de los 50 años (385) aunque existe una tendencia a la alza en adultos jóvenes (386). En 
base a estos datos se han realizado programas de estrategias de cribado y diagnóstico temprano 
(386).  Según la localización geográfica, el CCR presenta una incidencia 3 veces superior en países 
desarrollados, afectando a Europa, Norteamérica, Australia y este asiático. Su incidencia en 
estas áreas está en aumento, ya que se ve influido por patrones alimenticios y el estilo de vida. 
Sin embargo, las tasas de mortalidad disminuyen frente a los países en vías de desarrollo, gracias 
a los avances terapéuticos (384).  
 
 Los factores de riesgo comprenden aspectos ambientales y genéticos, como síndromes 
hereditarios (386)  (poliposis adenomatosa familiar, poliposis asociadas al gen MUTYH, síndrome 
de Lynch) (387)  o enfermedad inflamatoria intestinal (388) y cambios en la microbiota (389). 
Todo ello afectará a la patogenia de la enfermedad.  
 
1.4.1   Patogenia del CCR: carcinogénesis y metástasis 
El CCR es una enfermedad heterogénea que comprende varios pasos en los que se van 
acumulando mutaciones. Estas mutaciones suponen la reprogramación de la regulación celular 
en un proceso conocido como transición epitelial-mesenquimal (EMT). Así, las células 
adquieren la capacidad de resistir a la apoptosis, de invasión y de diseminación (390, 391).  
 
Los mecanismos patogénicos que conducen a su desarrollo se pueden clasificar en tres 
vías (Figura 1.13): inestabilidad cromosómica (CIN; del inglés, Chromosomal Inestability), 
inestabilidad de microsatélites (MSI; del inglés, Microsatellite inestability) y fenotipo metilador 




















Figura 1.13 Mecanismos patogénicos del CCR que se explican en función de tres vías de desarrollo, desde 
el epitelio normal hasta el adenocarcioma. Elaboración propia, basada en la figura de Ahnen et al.2011 
(486) 
 
 Vía CIN, o vía clásica, ya que corresponde con el 80-85% de los CCRs (392). Esta vía 
apoya la teoría de las mutaciones secuenciales en genes concretos como causa del tumor, y se 
corresponde con la clásica transición adenoma-carcinoma. Brevemente, se produce en primer 
lugar una mutación en el gen APC (del inglés, Adenomatous Polyposis Coli), que codifica un 
supresor tumoral. En su ausencia, la β-catenina se acumula y se trasloca al núcleo, tal y como 
ocurre con la activación canónica de la vía Wnt (393). En el núcleo interviene en la transcripción 
de genes relacionados con la invasión y la tumorogénesis, como c-MYC o CCND1, que codifica 
para la ciclina 1 (394). Posteriormente, las mutaciones KRAS y PI3K producen activación 
constante de la MAP kinasa y, por tanto, una señalización de proliferación celular instrínseca. 
Así, se produce la expansión de un clon celular. También aparecen mutaciones en genes 
supresores de tumores como SMAD2 y SMAD4, que median la vía del TGF-β y así regulan el 





supresor de tumores TP53, que es el principal punto de control del ciclo celular. Esta vía suele 
resultar en aneuploidías y pérdida de heterocigosidad (392).  
 
 
 Vía MSI, que se corresponde con un 15% de los CCRs. Está relacionada con la pérdida 
de los mecanismos de reparación del DNA (MMR; del inglés, Mismatch Repairs). Esto se puede 
deber a un evento espontáneo, como la hipermetilación de un promotor, o a una mutación 
germinal, como en el síndrome de Lynch (396).  En consecuencia, no se reparan las alteraciones 
del tipo repeticiones tándem, que son secuencias repetidas de nucleótidos. Así, se acumulan 
mutaciones en estas regiones que pueden afectar a genes implicados en el crecimiento celular 
(TGFβRII y IGF2R) (397) o la apoptosis (CASP5) (398). Igualmente, se pueden producir 
mutaciones en genes de la maquinaria de reparación del DNA (MLH-3 y MLH-6) (398) que llevan 
a la generación del carcinoma. Esta vía suele resultar en tumores diploides y de mejor pronóstico 
que los CIN (392).  
 
 Vía CIMP se caracteriza por la hipermetilación de citosina en islas CpG de los 
promotores. Cuando afecta a promotores de genes supresores de tumores, se produce su 
silenciamiento y la pérdida de la expresión de la proteína (399). Por ejemplo, es común la 
metilación del promotor MLH-1, tal y como se ha descrito en los tumores MSI (400). Estos 
tumores se han establecido como un fenotipo independiente en base a sus características 
particulares. Independientemente de presentar MSI alto o bajo, se asocian a localización 
proximal, baja diferenciación y mutación en BRAF; mientras que presentan una correlación 
inversa con mutaciones en TP53.  (Tabla 1.5) (401). Además, su evolución no corresponde a la 
transición adenoma-carcinoma; sino que evoluciona desde un pólipo serrado que sufre 
hiperplasia, a un carcinoma (392). 
 
Tabla 1.5 Rasgos de los tipos de CCR según el grado de metilación. Adaptado de Ogino et al. 2008(401)  
Rasgo Sin CIMP  CIMP bajo CIMP alto 
Localización Distal>Proximal - Proximal>Distal 
Género Hombre=Mujer Hombre>Mujer Hombre<Mujer 
BRAF Wild type Wild type Mutado 
KRAS Wild type Mutado Wild type 







1.4.2    Clasificación del CCR 
Tradicionalmente, el CCR se ha clasificado como esporádico (70%), hereditario (5%) o 
familiar (25%) (385). Esta clasificación depende del origen de las mutaciones que lo 
desencadenen. Los cánceres esporádicos suelen estar asociados a factores ambientales y del 
estilo de vida (402). Aparecen mutaciones puntuales en distintos genes que dan lugar a una 
patogénesis heterogénea, aunque su evolución suele responder a la secuencia adenoma-
carcinoma iniciada por el gen APC  (403). Los cánceres hereditarios se producen al heredarse un 
alelo mutado de un gen y aparecer una mutación puntual en el otro alelo. En este grupo son 
característicos los defectos en la MMR (404, 405). Los cánceres familiares se deben a 
polimorfismos concretos heredados, lo que se traduce en una mayor susceptibilidad por 
antecedentes familiares (406, 407). 
 
Posteriormente, algunos estudios establecieron una nueva clasificación basada en los 
distintos estados de inestabilidad y metilación (Tabla 1.5) (401, 408). Aunque fue más adelante, 
con el proyecto The Cancer Genome Atlas, cuando se revelaron los distintos patrones 
moleculares asociados al CCR (tasa de mutaciones, perfil de metilación y de expresión y variación 
en el número de copias). Se estableció entonces una nueva clasificación basada en el subtipo 
molecular (CMS; del inglés, Consensus Molecular Subtypes). CMS1 o MSI inmune,  CMS2 o 
canónico, CMS3 o metabólico, CMS4 o mesenquimal y los no clasificados, o indeterminados.  
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En la (Tabla 1.6) se recogen las características de cada subtipo en cuanto a frecuencia, 
marcadores genómicos y epigenómicos, rasgos distintivos, prevalencia por género y localización, 
y supervivencia (409).  
 
 
1.4.2.1 Principales alteraciones moleculares  
A pesar de la heterogeinicidad del CCR, existen mutaciones y alteraciones comunes 
(Tabla 1.7) en algunas vías (Wnt, MAPK/PI3K, TGF-β, TP53; Figura 1.14) y genes (KRAS, BRAF, 
PI3CA, PTEN, SMAD2, SMAD4, entre otros). Estas alteraciones tienen implicación en el 
pronóstico y el tratamiento de los pacientes (385).  
 




La vía Wnt puede estar alterada a través de APC (apartado 1.4.1). Están asociadas a 
pérdida de adhesión celular y metástasis. De hecho, la sobreexpresión de c-MYC activada por 
esta vía es un marcador de metástasis y un factor pronóstico de supervivencia (410). 
 
En la vía de MPAK/PI3K, las alteraciones más frecuentes afectan a KFRAS, BRAF Y PI3K 
(385); que provocan una señalización constitutiva de la vía. Las mutaciones en estos genes están 
asociados a mal pronóstico y resistencia a tratamientos (411-413).  Además, la pérdida de PTEN, 









Vía WNT - APC mutado APC Mixto APC Mixto 
Vía EGR BRAF mutado - KRAS mutado - 
Vía TGF-β 
SMAD4 mutado 
TGFBRII mixto - - 
SMAD1 mutado 
ACVRL1 mutado 







Figura 1.14 Principales vías de señalización alteradas en el CCR. Elaboración propia 
 
 
Las alteraciones en la vía del TGF- β están más asociadas a cambios cromosómicos que 
a mutaciones puntuales, por ejemplo, la pérdida de 18q. Este codifica para los supresores de 
tumores SMAD2 y SMAD4 (403). Sin embargo, todavía no se ha podido establecer la pérdida de 
18q como un marcador potente asociado a mal pronóstico (415).  
 
Finalmente, la vía del supresor de tumores TP53 debido a una pérdida de la región 17q, 
o alteraciones de su regulador ATM, es esencial en la evolución de los tumores CIN (apartado 
1.4.1) (385). Aunque existe una asociación entre la pérdida de TP53 y peor pronóstico, no se 









1.4.3      Interacción tumor-microentorno 
La heterogeneidad del CCR empieza desde el propio tumor, distinguiéndose distintas 
poblaciones de células tumorales. Algunas células tienen las características de una célula 
diferenciada transformada, pero existen otras con características de CSC que se relacionan con 
la resistencia a tratamientos y recaídas (417). Estas células, con capacidad de renovación 
tumoral, poseen distintas características en función de la vía que guíe el desarrollo del CCR. 
Posteriormente, la selección clonal y la interacción con el microentorno da lugar a los distintos 
subtipos de CCR. Es por ello que cada uno de los subtipos presenta distinto perfil inmune y 




Figura 1.15 Perfil inmune de los distintos tipos de CCR. Elarboración propia, basada en Roelands et al. 
2017 (419). 
 
Los tumores CMS1 se caracterizan por una alta tasa de mutaciones debido a su estado 
MSI, lo que permite que se generen nuevo antígenos tumorales (420). Presentan infiltración 
inmune de tipo TH1, linfocitos Tc, células NK y expresión de las quimiocinas CXCR3 y CCR5. 





y la expresión de las quimiocinas CCL2 y CXCL12. Esto implica que, mientras que los tumores 
CMS1 tienen un infiltrado inmune que promueve una orientación favorable a la eliminación 
tumoral, la cual estaría bloqueada por la expresión de checkpoints  como PD-1; los tumores 
CMS4 tienen un fenotipo desfavorable por la activación de TGF-β y las vías de angiogénesis.  Por 
otro lado, los tumores CMS2 y CMS3 son poco inmunogénicos, con exclusión de infiltrado 
linfoide (419, 421).  
 
La infiltración linfocitaria es un marcador de buen pronóstico en el CCR (422-424), de 
modo que se utiliza para el estadiaje de los tumores según el criterio Immunoscore. Los estudios 
que caracterizan las poblaciones celulares asociadas a los tumores infiltrados (MSI) han revelado 
una presencia predominante de linfocitos Tc y linfocitos T de memoria (425, 426). Para su 
aplicación, el Immunoscore valora la densidad de estas poblaciones (CD3/CD45RO, CD3/CD8 o 
CD8/CD45RO) en el centro y el margen del tumor. No obstante, se ha observado que los tumores 
MSI tienden a disminuir la expresión de HLA-I como mecanismo de evasión, mientras que este 
fenómeno no es tan común en los tumores MSS (427, 428).  El valor pronóstico de la expresión 
de HLA-I no está claro. Algunos estudios asocian valores altos de HLA-I y la presencia de 
infiltración de linfocitos como marcadores independientes de buen pronóstico (429). Sin 
embargo, otros muestran una mejor evolución en pacientes con disminución de HLA-I (430, 
431). Estas discrepancias pueden estar debidas a la falta de datos en la caracterización de los 
tumores, como el estado MSI (431).  
 
La pérdida de expresión de HLA-I se ha planteado como una posible vía para el ataque 
de las células NK. De hecho, la infiltración de estas células en el CCR se ha correlacionado con 
un buen pronóstico (432, 433), Sin embargo, los estudios patológicos han mostrado una baja 
presencia de células NK en el tejido tumoral frente a la periferia del tumor (434). Además, se ha 
observado que los tumores de CCR también desarrollan mecanismos de evasión frente a su 
ataque. Por ejemplo, se ha visto aumentada la expresión de HLA-G (435-437) y HLA-E (436, 438-
440), lo cual también se correlaciona con un peor pronóstico. Por otro lado, no está claro el 
papel que cumple la modulación de los ligandos para los receptores de las células NK. Algunos 
estudios muestran que la expresión de MICA se relaciona con una buena evolución (441), 
mientras que otros detectan formas solubles de MICA/B en plasma, que podrían inhibir su 






En cuanto a la presencia de otras poblaciones inmunes, el CCR frecuentemente cuenta 
con un infiltrado de TAMs (443). Únicamente los TAMs que expresan CD16+ se han asociado a 
una mejor evolución (444),  mientras que la acumulación de células supresoras de la línea 
mieloide predisponen a un peor pronóstico (445). Además, frente a lo que se podría esperar, la 
presencia de linfocitos Treg resulta ser favorable para los pacientes (446, 447). Por otro lado, el 
establecimiento de un microentorno inmunosupresor se ha asociado con la acumulación de 
TGF-β a nivel extracelular. Esta acumulación está relacionada con la alteración de las vías de 
señalización, y favorece el fenotipo de célula madre tumoral, la EMT y metástasis. Por ello se 
está considerando como una nueva diana para el tratamiento del CCR (448-450)   
 
1.4.4    Tratamientos del cáncer colorrectal  
El tratamiento del CCR depende del tipo de tumor, la localización y el estadio (451). Con 
un estadiaje basado en el TNM (Tamaño, Nódulos linfáticos, Metástasis) del American Joint 
Committee on Cancer (452),  los tumores localizados TI y TII se tratan mediante cirugía. El estadio 
TIII, que implica diseminación a ganglios linfáticos regionales, ya requiere además el empleo 
adyuvante de quimio o radioterapia. Mientras que un 20-30% de los nuevos diagnósticos se 
encuentran en estadio IV metastásico. Estos casos avanzados se abordan mediante un 
tratamiento sistémico con quimioterapia y, si es posible, posterior resección de las metástasis 
(409, 453). 
 
Los tratamientos de quimioterapia se basan en combinaciones de fluoropirimidinas (5-
fluorouracilo o 5-FU y capecitabina), que bloquean la conversión de dUMP a dUTP (454); folatos 
(leucovorin), que mejora el efecto de los anteriores (455); oxaliplatino, que forma aductos con 
la cadena del DNA (456); o irinotecan, que inhibe la topoisomerasa I (457). Los esquemas más 
utilizados actualmente son FOLFOX (5-FU, leucovorin y oxaliplatino), FOLFIRI (5-FU, leucovorin e 
irinotecan) y XELOX (capecitabina y oxaliplatino) (453). Sin embargo, es común que aparezcan 
resistencias a los tratamientos que conduzcan a la progresión tumoral. Estas resistencias pueden 
ser intrínsecas o adquiridas, debido a mecanismos de compensación del tumor (458). La 
inestabilidad cromosómica (MSI) (459), y las mutaciones en BRAF V600E (460) o en p53 (461), 
están asociadas a una peor respuesta al tratamiento, mientras que el efecto de la 






Posteriormente se incluyeron estrategias de tratamiento dirigido basadas en mAbs e 
inhibidores de kinasas. Los tratamientos frente a la vía del VEGF (Bevacizumab, Regorafenib, 
Zivaflibercept o Ramucirumab) previenen la angiogénesis, el crecimiento celular, la migración y 
la metástasis. A excepción del inhibidor de kinasas, Regorafenib, se emplean en combinación 
con los esquemas anteriores de quimioterapia. Actualmente se está estudiando si las 
mutaciones en la vía MAPK/PI3K pueden tener un impacto en la efectividad de la terapia (465).  
Los mAbs frente al EGFR (Cetuximab y Panitumuab) están aprobados para el tratamiento del 
CCR metastásico (465). Sin embargo, la respuesta a estas terapias está limitada por diversos 
factores: las mutaciones en la vía de señalización del receptor (KRAS, BRAF, PI3K, PTEN, etc), el 
cambio metabólico de los tumores CMS3 o el fenotipo mesenquimal de los tumores CMS4 (466). 
Por eso, se está estudiando su combinación con inhibidores de kinasas que bloqueen la 
señalización a nivel intracelular. (465). Por ejemplo, inhibidores de MEK (Selumetinib (467); 
inhibidores de BRAF (Vemurafenib (468) o Encorafenib (469)) o inhibidores de PI3K (Alpelisib 
(469)). Los resultados apoyan las estrategias de combinación para potenciar la actividad 
antitumoral.  
 
Más recientemente se ha abierto el campo de los tratamientos de inmunoterapia. Los 
más utilizados en clínica son los mAbs inhibidores de checkpoints. La efectividad de estos 
tratamientos requiere de un entorno inmunogénico, con la presencia de células efectores anti-
tumorales. Sin embargo, este contexto sólo se encuentra en los tumores CMS1 (466). De hecho, 
en los ensayos clínicos con inhibidores del eje PD-1/PDL-1 sólo se han obtenido resultados 
favorables en los pacientes con MSI (470). En consecuencia, se están desarrollando otros 
estudios que combinan los inhibidores de checkpoints con otros tratamientos dirigidos a 
aumentar la inmunogenicidad de los tumores. Por ejemplo: 
 
 Inductores de muerte inmunogénica, ya que favorecen la liberación de antígenos 
(471). Modelos preclílnicos han confirmado el sinergismo de la combinación de oxaliplatino con 
bloqueantes de CTLA-4 y PD-1 (472). Los ensayos clínicos en humanos frente a CCR tipo MSS 
todavía no han obtenido resultados concluyentes (471). 
 
 Inhibidores de kinasas, que producen la muerte tumoral y además inducen la 
sobreexpresón de MHC-I. Dos ensayos clínicos están evaluando la combinación del mAb anti-






 Bloqueantes de VEGFR. Aunque la combinación del mAb anti-VEGFR Bevacizumab y 
el mAb anti-CTLA-4 Ipilimumab se ha estudiado en melanoma (475), algunos trabajos apoyan su 
uso en CCR al mostrar que los pacientes tratados con bevacizumab desarrollan células 
dendríticas con mayor capacidad presentadora de antígenos (476).   
 
 Bloqueantes de EGFR, que han mostrado favorecer la citotoxicidad de las células 
efectoras y disminuir la población de células inmunosupresoras. Existen distintos ensayos 
clínicos que combinan mAbs frente al EGFR e inhibidores de CTLA-4 y del eje PD-1/PD-1 (471). 
 
 Inmunomoduladores. Los inhibidores de IDO disminuyen la población 
inmunusupresora. Dos ensayos clínicos en CCR están valorando al mAb anti-PD1 Pembrolizumab 
con un inhibidor de IDO solo o en combinación con el antineoplásico azacitidina (471). Por otro 
lado, los bloqueantes de TGF-β han mostrado mejorar la terapia con inhibidores del eje PD-1/PD-
L1 en modelos preclínicos (449). 
 
 Otros inhibidores de checkpoints. Estudios preclínicos han mostrado sinergia en la 
combinación de anticuerpos anti-PD1/PDL-1 y anti-TIM-3 o anti-PD1/PDL-1 y anti-LAG-3. Dos 
ensayos clínicos están valorando esta última combinación en pacientes con CCR (470).  
 
 Anticuerpos agonistas de checkpoints activadores. Distintos ensayos clínicos están 
valorando el efecto de la combinación de agonistas de OX40, GITR, 4-1BB o CD40 con mAbs 
frente a checkpoints inhibidores en tumores sólidos, entre ellos CCR (470). 
 
 Otras estrategias de inmunoterapia. Existen combinaciones con vacunas de células 
tumorales autólogas en pacientes con CCR tipo MSS; o con anticuerpos bi-específicos frente a 
CEA (471).  
 
Más allá de los mAbs frente a checkpoints inhibidores, las estrategias de inmunoterapia 
frente al CCR se encuentran en ensayo. Entre ellas, las vacunas con células autólogas de tumor 
administradas con adyuvantes (477, 478); las vacunas peptídicas frente a CEA, EGFR o MUC1 
(479); las vacunas de células dendríticas maduradas ex vivo (480); las vacunas de DNA (480) o 
las vacunas de vectores virales que expresan antígenos tumorales como CEA o MUC1 (481, 482). 
En cuanto a la ACT, los estudios basados en linfocitos T se están enfocando en la ingeniería 





clínicos con linfocitos T que expresan CARs frente a ligandos de NKG2D (483), MUC1, CEA, entre 
otros; o que se arman con mAbs como Cetuximab (484). Igualmente, un ensayo ya finalizado ha 
demostrado que las células CIK autólogas presentan un beneficio clínico como tratamiento 
adyuvante al esquema FOLFOX4 (485). En cuanto a los estudios basados en células NK, varios 
ensayos están probando la actividad anti-tumoral de estas células expandidas ex vivo (486). 
Además, a nivel preclínico se ha demostrado que las células NK son capaces de destruir 
preferentemente a las CSC frente a las células diferenciadas, lo que apoya su empleo como 
tratamiento adyuvante para prevenir recaídas y metástasis (487). Por último, y también en 
modelos preclínicos, se está valorando la expresión de CARs en las células NK, por ejemplo el 
basado en EpCAM-CAR-NK-92 (488).  
 
Respecto a las vías de tratamiento alternativo, se ha revelado una nueva perspectiva 
centrada en los factores de riesgo y los condicionantes de a progresión tumoral. Entre ellas se 
encuentran los fármacos antinflamatorios, como antiinflamatorios no esteroideos o inhibidores 
de la COX (409). O el empleo de probióticos para regular la microbiota intestinal, que pretende 





















1.5. Modelos tridimensionales para el estudio de tumores sólidos 
Los tumores sólidos son organizaciones multicelulares con una arquitectura 
tridimensional (3D). Dentro de estas organizaciones existe heterogeneidad, debido tanto a la 
propia naturaleza de las células (apartado 1.1.1) como a las diferentes condiciones que se 
generan en la superficie o el interior del tumor. En consecuencia, se pueden desarrollar distintos 
fenotipos de células quiescentes o en proliferación (490). Además, los tumores se encuentran 
dentro de un TME (apartado 1.1.2) que les aporta señales bioquímicas y mecánicas, influyendo 
en el desarrollo y progresión tumoral. Estas señales influyen en su biología (expresión génica, 
diferenciación,  proliferación y resistencia a tratamientos), su forma y su movilidad (491, 492).  
 
La consideración del tumor como un sistema complejo 3D, evidenció la necesidad de un 
modelo de estudio representativo del estado fisiológico. En este sentido, el modelo debe 
reflejar la arquitectura y funcionalidad del tumor en cuanto a  la red de interacciones celulares, 
las señales mecánicas, flujo de sustancias etc. Así, hace alrededor de 40 años se comenzaron a 
desarrollar los modelos 3D in vitro, que  constituyen un paso intermedio entre los cultivos 
convencionales en placa (2 dimensiones) y los modelos in vivo (490, 491).  
 
Estos modelos se utilizaron por primera vez en el estudio de la resistencia a radioterapia 
(493). A partir de entonces se han utilizado para estudiar la respuesta a quimioterapia (494), la 
tumorigénesis (495), las interacciones heterotípicas (496),  la invasión y la migración, entre otros 
(497).  Aunque la aplicación de estos cultivos va más allá del campo de la oncología. Por ejemplo, 
dentro de la ingeniería de tejidos se han generado modelos 3D de cardiomiocitos que 




1.5.1     Propiedades biológicas y físico-químicas de los cultivos 3D 
En los cultivos convencionales, las células se encuentran adheridas a una superficie 
rígida en su superficie basal, mientras que la superficie apical se encuentra expuesta a un medio 
de cultivo. Esta disposición supone la reorganización del citoesqueleto, adquiriendo una 
polaridad artificial (492, 500), lo que puede dar lugar a cambios en la expresión génica y el 





Los cultivos 3D proporcionan una red de contactos complejos entre las células y la 
matriz. Además, son capaces de reproducir los gradientes dinámicos de factores de crecimiento, 
oxígeno, nutrientes, desechos celulares y factores paracrinos que se desencadenan en el tumor 
(490, 500). (Figura 1.16) Estos gradientes se deben a las barreras de difusión dentro del propio 
esferoide y a las tasas de consumo y producción de factores en cada capa celular (490).  De 
hecho, se ha observado que estos gradientes están directamente relacionados con la forma y el 
















Figura 1.16. Representación de los gradientes de un cultivo 3D y de la heterogeneidad en la composición de sus 
capas. Cuando la estructura 3D alcanza un tamaño superior a 1-2 mm3, equivalente a un tumor pequeño no 
vascularizado o una micrometástasis, se produce una difusión insuficiente de oxígeno, generando una región hipóxica 
en el núcleo del tumor. La hipoxia conlleva un cambio metabólico en el que la glicolisis se convierte en la principal 
fuente de energía. Se produce una disminución del pH en la capa interna del tumor y se liberan ciertos factores como 
HIF para iniciar el proceso pro-angiogénico (492, 504). Elaboración propia, basada en Nath et al. 2017 (492) 
 
 La morfología resultante de la agregación celular depende tanto de las condiciones del 
cultivo como de las características de las células tumorales. Convencionalmente, se habla de 





Figura 1.17 Morfologías adoptadas por los cultivos 3D. Elaboración propia, basada en Nath et al. 2017 






1.5.2    Clasificación de los modelos 3D 
En el estudio de los tumores se han utilizado modelos 3D basados en esferas que se han 
clasificado en función de los métodos de cultivo necesarios para su establecimiento (Tabla 1.8). 
Estas diferencias se traducen en unas características biológicas propias de cada modelo (491):  
 
 Esferoides multicelulares de tumor (MCTS; del inglés, Multicellular Tumor Spheroid): 
es un modelo derivado de líneas celulares que reproduce el crecimiento de un tumor in vivo. Los 
agregados que generan se denominan comúnmente esferoides.  
 
 Tumorosferas: es un modelo enriquecido en CSC que busca estudiar las propiedades 
de esta población. Se basa en la capacidad clonogénica de estas células, que son capaces de 
formar esferas en condiciones de baja adherencia.  
 
 Esferoides multicelulares organotípicos (OMS; del inglés, Organotypic Multicellular 
Spheroid): es el modelo más parecido al tumor in vivo, ya que no sufre ningún proceso de 
disociación. De hecho conserva la morfología y heterogeinicidad del tumor y también se suelen 
denominar esferoides primarios.  
 
 Esferas derivadas de tejido tumoral (TDTS; del inglés, Tissue-Derived Tumor 
Spheres): están compuestas por células tumorales y del estroma, que se han reorganizado tras 
sufrir un proceso de disociación.  
 
Tabla 1.8 Métodos utilizados para generar los modelos 3D. Adaptado de Achiili et al. 2012 (491) 
Modelo Material de partida Condiciones de cultivo Tiempo requerido 
MCTS 
Esferoides Suspensión celular a partir de 
líneas establecidas 
o Medio con suero 
o Condiciones no adherentes 
1-7 días 
Esferas de CSC 
Tumorosferas Suspensión celular a partir de 
sangre, tejido o líneas 
celulares 
o Medio sin suero 
o Factores EGF y FGF-2 
o Plástico de baja adherencia 
De 1 a 8 semanas 
Derivados de tejido tumoral 
OMS Corte del tejido de la biopsia 
(0,3-0,8 mm de diámetro) 
o Medio con suero 
o Aminoácidos no esenciales 
o Condiciones no adherentes 
De 2-5  a 12-18 días 
TMTS Corte y disociación parcial del 
tejido de la biopsia 
o Medio con/sin suero 
o Plástico tratado y posteriores 
condiciones no adherentes 
1-3 días 





1.5.3    Métodos de generación de esferoides 
La formación de esferoides se basa en favorecer las interacciones célula-célula y célula-
ECM, frente a las interacciones célula-plástico de los cultivos convencionales. En este proceso 
de ensamblaje intervienen tanto moléculas de adhesión como componentes del citoesqueleto 
(491). La participación de estas moléculas se ha explicado en modelos que varían ligeramente 
en función de las condiciones de generación del esferoide, como la presencia o no de ECM (500, 
505). De modo genérico el proceso comprende (Figura 1.18):  
 
 Etapa de agregación: las células en suspensión se aproximan y las moléculas de adhesión 
(actina y E-cadherina), junto con los microtúbulos, ayudan a formar unos agregados 
“sueltos”. 
 
 Etapa de compactación: las células se reorganizan y forman agregados sólidos 
compactos. Esta etapa involucra también elementos de adhesión y el citoesqueleto.  
 
 Etapa de proliferación: el esferoide aumenta en tamaño gracias a la proliferación 




Figura 1.18. Proceso general de formación de esferoides. Elaboración propia, basado en la figura de 
Smyrek et al. 2019 (598).  
 
Las técnicas que permiten la formación de esferoides se pueden clasificar en dos 







1.5.3.1 Métodos sin scaffolds  
En ausencia de scaffold, las células que conforman una suspensión monocelular agregan 
en un proceso de auto-ensamblaje (491). Este proceso se asemeja a los procesos de 
embriogénesis, morfogénesis y organogénesis que ocurren de manera fisiológica (491). Se 
distinguen diversas técnicas:  
 
 Cultivo en pellet: parte de un primer paso de incubación en agitación. 
Posteriormente, utiliza la fuerza centrífuga para concentrar las células en la parte inferior de un 
tubo y favorecer las interacciones intercelulares. Es un modo sencillo de obtener esferoides, 
pero genera estrés y daño celular. Suele utilizarse para crear esferoides de gran tamaño, que 
tienen bajo aporte de oxígeno en el centro (491, 506, 507).  
 
 Cultivo en agitación (spinner): impide el asentamiento celular mientras que favorece 
las colisiones entre células a través de agitación. La transferencia de masa del fluido del entorno 
se consigue gracias a las fuerzas de convección generadas por una barra magnética. No es un 
método apto para células con baja cohesión o para células adherentes que entren en apoptosis 
al estar en suspensión (508).  
 
 Gota colgante: utiliza la fuerza de la gravedad para generar los esferoides. Se 
disponen gotas que contienen una suspensión celular en la superficie de la tapa de una placa de 
cultivo. La tapa se invierte y se coloca encima de la placa, dejando que las células se concentren 
en el fondo de la gota (apartado 3.1.1.2) (491, 508). Además, este método puede usarse en 
combinación con scaffolds como la metilcelulosa o el colágeno, que favorecen la compactación 
y circularidad del esferoide (503). 
 
 Capa líquida: se basa en impedir la adhesión a la placa de cultivo y promover la 
agregación celular. Para ello se utilizan superficies de baja adherencia, como la agarosa. La 
aplicación de una agitación leve favorece la agregación celular. Es un método sencillo aplicable 
a cultivos primarios y líneas celulares, pero con el inconveniente de generar esferoides 
heterogéneos (491, 509). 
 
 Vaso de pared giratoria: mantiene a las células en suspensión generando un entorno 





rotación a una velocidad que aumenta gradualmente, para mejorar la agregación. Permite el 
cultivo a largo plazo y con condiciones controladas (491, 510).   
 
 Fuerza externa: utiliza un agente externo (un campo eléctrico (511, 512), un campo 
magnético (513) o ultrasonidos (514)) para generar la agregación de la suspensión celular. Suele 
ser difícil controlar el tamaño del esferoide, y se desconocen los efectos que pueden tener las 
fuerzas externas en las células (491). 
 
1.5.3.2    Métodos basados en scaffolds 
Los scaffolds pueden ser polímeros naturales (hidrogeles como el colágeno, Matrigel o 
quitosano) o polímeros sintéticos (politetilenglicol, óxido de polietileno o ácido poli-(láctico-co-
glicólico) (500). Estos scaffolds sirven como soporte para la organización 3D y también como 
señal externa que promueve los contactos intercelulares y con la ECM (492). Se distinguen 
diversas técnicas:  
 
 Capa de ECM: las células se pueden sembrar encima de una capa de matriz, dando 
lugar a la agregación espontánea (492). También se pueden sembrar en el interior de la matriz, 
utilizando polímeros termosensibles. Estos cambian sus propiedades hidrofóbicas con la 
temperatura, como es el caso de la N-isopropilacrilamida. Cuando está en su condición 
hidrofílica, libera grupos de células que se pueden cultivar posteriormente en una superficie no 
adherente (491).  
 
 Microfluídica: las células se colocan en un canal situado en una red de micro-
cámaras. La formación del esferoide se puede conseguir por “encapsulación” de las gotas en la 
matriz (515). No obstante, esta técnica también se puede utilizar para generar esferoides sin 
scaffolds, bajo la perfusión de un flujo continuo (516). Los dispositivos de microfluídica se suelen 
utilizar para la producción de alto rendimiento de esferoides con un tamaño controlado (492). 
El empleo de dispositivos de microfluídica está cada vez más extendido gracias a las 
posibilidades que aporta en los ensayos (517). Se puede conseguir un control de los distintos 
compartimentos conectados por canales y establecer gradientes de fármacos, citoquinas, 
oxígeno, presión, etc. Igualmente, se puede estudiar la dinámica de procesos fisiológicos, como 
la extravasación de las células inmunes; o patológicos, como la migración de las células 
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2. Antecedentes y objetivos   
El CCR es una enfermedad que constituye un grave problema de salud a nivel mundial, 
siendo el segundo tipo de cáncer más letal a nivel mundial (384). Se caracteriza por ser una 
enfermedad heterogénea, de modo que los perfiles de mutaciones que regulan su desarrollo 
también condicionan el pronóstico y la respuesta al tratamiento (409). La primera opción de 
tratamiento para los tumores localizados es la cirugía. Sin embargo, un 20-30% de los casos se 
diagnostican en estadio metastásico, y un 40-50% desarrolla recaídas tras la intervención (453). 
Entonces, el tratamiento de estos pacientes se centra se centra en una quimioterapia sistémica.  
Pero debido a la existencia de tumores refractarios, y a la aparición de resistencias, la esperanza 
de vida a los 5 años es <50%  (519). Posteriormente, se incluyeron nuevas estrategias basadas 
en tratamientos dirigidos frente a dianas relevantes en el desarrollo del CCR. Entre ellas, los 
mAbs e inhibidores de kinasas que ejercen su acción sobre la vía de EGFR/MAPK/PI3K. Sin 
embargo, un 80% de los tumores presentan mutaciones en esta vía de señalización (520). Así, la 
introducción de los nuevos protocolos de inmunoterapia se ha planteado como una alternativa 
de tratamiento. Dentro de ellos, los mAbs inhibidores de checkpoints como los anti-CTLA-4 y 
anti-PD-1/PD-L1, ya han sido aprobados para su uso en clínica. Pero su efectividad depende de 
la existencia de un TME inmunogénico, lo cual solo ocurre en el subtipo “MSI o inmune” del CCR 
(466).  
 
A pesar de que el empleo de protocolos de inmunoterapia parece restringido a un 
porcentaje reducido de pacientes de CCR, los estudios observacionales han revelado que la 
infiltración linfocitaria es un marcador de buen pronóstico en el CCR (422). Por ello, se planteó 
una estrategia basada en la ACT. Además, dado que una de las características del CCR es la 
pérdida de la inmunogenicidad la inmunoterapia basada en células NK puede presentar ventajas 
frente a la terapia de linfocitos T.  
 
El beneficio clínico de la capacidad anti-tumoral innata de las células NK fue descrito en 
origen en el contexto de HSTC, donde se observaron mejores respuestas en condiciones de 
alogenicidad (318). A partir de estos resultados, comenzaron a realizarse estudios para el 
tratamiento de tumores con una ACT de células NK fuera del contexto de HSCT. Del mismo modo 
que se había descrito, el empleo de células NK autólogas proporcionó peores resultados que las 
células NK alogénicas, debido a la complementariedad entre el HLA del paciente y los receptores 
inhibidores KIR de las células NK (330). Los primeros ensayos se centraron en el tratamiento de 
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neoplasias hematológicas, y con ellos comenzaron a desarrollarse diversos protocolos que 
indujeran la activación y proliferación de las células NK. De hecho, estudios previos en el grupo 
analizaron la activación de las células NK con estímulos basados en citoquinas (IL-2) y células 
estimuladoras (la línea celular K562 o líneas LCL-EBV+). En ellos se demostró que dicha activación 
dependía del estímulo utilizado, y que las células NK activadas con la línea R69 eran capaces de 
eliminar neoplasias hematológicas incluso con multirresistencia a drogas (195, 521, 522).  
 
A la vista de los resultados obtenidos se planteó la aplicación de la inmunoterapia 
basada en células NK alogénicas activadas en el tratamiento de tumores sólidos. Frente a las 
neoplasias hematológicas, la efectividad de esta terapia va a contar con condicionantes 
adicionales. Para la eliminación tumoral, las células NK han de migrar por la red vasos 
sanguíneos, penetrar en un TME que favorece un estado de inmunosupresión y enfrentarse a la 
arquitectura 3D del tumor. De hecho, los estudios basados en muestras de pacientes y en 
modelos in vivo de CCR han mostrado una baja penetración de las células NK en el estroma 
tumoral (434), así como un fenotipo disfuncional (523). Pero, mientras que inmunoterapia 
centrada en la actividad linfocitos T ha sido capaces de revertir esta disfuncionalidad, a través 
de mAbs que bloqueen los checkpoints inmunológicos, la modulación de la respuesta de las 
células NK es más compleja. Mientras que su activación depende de un balance de señales, 
todavía no está claro qué receptores están implicados en su regulación en unas condiciones 
patológicas como las del cáncer.  Por ello, en el desarrollo del protocolo de inmunoterapia se 
hace imprescindible valorar la capacidad de las células NK alogénicas activadas para 
interaccionar con la masa tumoral y un microentorno inmunosupresor (524).  
 
A partir de estos antecedentes se planteó la hipótesis de que una correcta activación de 
las células NK podría conferirles la capacidad de destruir tumores sólidos de CCR, con resistencia 
a tratamientos convencionales, y vencer los mecanismos de inmunosupresión del TME. De este 
modo, el objetivo general fue el desarrollo de un protocolo de inmunoterapia basado en células 
NK alogénicas para el tratamiento de tumores sólidos de CCR con mutaciones de resistencia a 
droga. Con este fin se plantearon los siguientes objetivos intermedios: 
 
1- Establecer y caracterizar una colección de líneas celulares de CCR con distintos estados 
mutaciones en cultivos convencionales y 3D. 
1.1 Establecer los cultivos convencionales y generar los cultivos 3D de una colección de 
líneas celulares de CCR. 
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1.2 Analizar la expresión de moléculas de superficie con relevancia en la interacción con 
las células NK. 
1.3 Analizar la sensibilidad o resistencia de las líneas celulares de CCR a los tratamientos 
de quimioterapia convencionales. 
 
2- Evaluar la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas activadas frente a las 
líneas de CCR. 
2.1 Analizar la citotoxicidad de las células NK activadas frente a cultivos convencionales 
y 3D de CCR. 
2.2 Determinar la relación entre la sensibilidad de las líneas de CCR y los parámetros 
de funcionalidad de las células NK.  
2.3 Establecer una correlación entre la sensibilidad a las células NK y la expresión de 
ligandos para los receptores de estas células.  
2.4 Analizar la capacidad de las células NK para infiltrar la masa tumoral. 
 
3- Establecer el mejor protocolo de activación y expansión de las células NK. 
3.1 Evaluar las tasas de expansión de las células NK proporcionadas por distintos 
estímulos. 
3.2 Caracterizar el fenotipo de las células NK expandidas. 
3.3 Analizar la capacidad citotóxica de las células NK expandidas frente a las líneas 
celulares de CCR. 
 
4- Valorar la combinación de las células NK alogénicas activadas con mAbs anti-
checkpoints. 
4.1 Analizar el papel de los mAbs en la modulación de la respuesta citotóxica de las 
células NK alogénicas activadas.  
4.2 Analizar el papel de los mAbs en la modulación de la respuesta citotóxica de las 
células NK derivadas de pacientes de CCR. 
 
5- Determinar la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas activadas en un 
modelo in vivo de CCR. 
5.1 Establecer un modelo de xenotrasplante de CCR. 
5.2 Evaluar la capacidad de las células NK activadas de eliminar o retener el crecimiento 
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3. Materiales y métodos 
 
3.1 Cultivos celulares 
Los cultivos celulares se mantuvieron en un incubador termostatizado con regulación 
electrónica de flujo de CO2, a 37°C, en aire saturado de humedad y con un 5% de CO2 (Sanyo, 
Panasonic). Las manipulaciones de estos cultivos se realizaron en campana de flujo laminar 
vertical (Telstar BioAII) y en condiciones estériles, utilizando material autoclavado (Autester) 
durante 20 min a 121°C.  
 
A menos que se indique lo contrario, todas las centrifugaciones en lavados y cambios de 
medio se realizaron de manera rutinaria a 500 xg (Beckman Coulter Allegra® X-15®; o 
microcentrífuga Haraeus Pico 17 Thermo). 
 
3.1.1 Líneas celulares 
Todas las líneas celulares se mantuvieron criopreservadas en nitrógeno líquido 
utilizando su medio correspondiente (Tabla 3.1) suplementado con 10% DMSO 
(Dimetilsulfóxido; Anexo 1, Tabla 1) como agente crioprotector. En la recuperación de las líneas, 
este agente se eliminó por dilución en 9 volúmenes de medio completo atemperado, libre de 
DMSO, y la posterior renovación del mismo. 
 
3.1.1.1 Detección y eliminación de micoplasmas 
 Al iniciar cada cultivo, y cada 6-8 semanas, se analizó la posible contaminación por 
Mycoplasma, en el Servicio Técnico de Cultivos Celulares del Centro de Investigación Biomédica 
de Aragón (CIBA), mediante el kit MycoAlert Mycoplasma (Anexo 1, Tabla 1). Este kit detecta la 
actividad de enzimas de Mycoplasma presentes en las 6 principales cepas que contaminan los 
cultivos celulares, y no se encuentran presentes en células eucariotas. Para ello, se recogió  el 
sobrenadante de las células que hubieran estado en cultivo al menos 48 h y se realizó el ensayo 
según las instrucciones del fabricante. 
 
 En caso de contaminación, ésta se eliminó a través del kit BM Cyclin (Anexo 1, Tabla 1), 
según las instrucciones del fabricante.  
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3.1.1.2 Establecimiento y mantenimiento de cultivos convencionales 
Se utilizaron líneas de origen humano (Tabla 3.1) que se cultivaron en medio RPMI 1640, 
DMEM o Leivobitz’s L-15 suplementados con GlutamaxTM (2mM; Tabla 3.2), antibióticos 
(penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 µg/mL; Tabla 3.2) y 10% SFB (Suero Fetal Bovino; Tabla 
3.2). El SFB utilizado para suplementar el medio RPMI fue previamente decomplementado 
mediante un tratamiento de 30 min, a 56°C (Precisterm Selecta), y una posterior centrifugación 
durante 10 min, a 3.000 xg, para desechar el precipitado. Todos los medios suplementados como 
se indica se denominarán “medios completos”.  
 
Tabla 3.1. Líneas celulares eucariotas 
Línea celular Tipo celular/enfermedad 
Propiedades de 
cultivo 
Medio de cultivo Origen 
721.221-LCL Línea linfoblastoide de 
células B – EBV+ 
Suspensión RPMI completo 
Dr. Miguel López-
Botet 
CaCo-2 Epitelial/ Adenocarcinoma 
de colon 
Adherente DMEM completo 
Dra. Ana Isabel 
Alcalde† 
Colo-201 Bipolar/ Metástasis de 
adenocarcinoma de colon 
Mixto  RPMI completo Dr. Gabriel Gil 
Colo-205 Epitelial/ Metástasis de 
adenocarcinoma de colon 
Mixto  RPMI completo 
Dr. José Fernando 
Díaz 
DLD-1 Epitelial/ Metástasis de 
adenocarcinoma de colon 
Adherente DMEM completo Dr. Gabriel Gil 
HCT-116 Epitelial/ Carcinoma de 
colon 
Adherente  DMEM completo ATCC 
HCT-116 GFP Epitelial/ Carcinoma de 
colon 
Adherente DMEM completo Dr. Ignacio Ochoa 
HCT-116 
bax/bak-/-  
Epitelial/ Carcinoma de 
colon 
Adherente  DMEM completo Dr. Javier Naval 
HT-29 Epitelial/ Adenocarcinoma 
de colon 
Adherente DMEM completo ATCC 
LoVo Epitelial/ Adenocarcinoma 
de colon 
Adherente RPMI completo 
Dr. José Fernando 
Díaz 
R69-LCL Línea linfoblastoide de 
células B – EBV+ 
Suspensión RPMI completo 
Dr. José Antonio 
López 
SKCO-15 Epitelial/ Metástasis de 
adenocarcinoma de colon 
Adherente DMEM completo Dr. Gabriel Gil 
SW620 Epitelial/ Metástasis de 




Dr. Gabriel Gil 
 
ATCC: American Type Culture Collection; EBV+: inmortalizadas con el virus Epstein-Barr; LCL: línea 
linfoblastoide; DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium; GFP: Proteína Fluorescente Verde  
 
Las líneas celulares se mantuvieron rutinariamente en frascos de 25 o 75 cm2, con tapón 
de filtro, en un volumen máximo de 10-15 mL para los frascos de 25 cm2 y un volumen máximo 
de 60 mL para los frascos de 75 cm2. 
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Tabla 3.2. Medios de cultivo y suplementos 
Producto Casa comercial 
RPMI-1640 Gibco 
DMEM  (4500 mg/L glucosa) Sigma 
Leibovitz’s L-15 Gibco 
SFB Sigma 
GlutaMAXTM 100x Gibco 
Penicilina-estreptomicina 100x (10.000 U- 10 mg/mL) Sigma 
Tripsina-EDTA 1x  (0,05-0,02 %) Sigma 
 
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium; EDTA: Ácito Etilendiaminotetraacético SFB: Suero Fetal Bovino 
 
Para los cultivos en suspensión, cada dos días se renovó el medio y se ajustó la densidad 
celular a 2x105 células/mL. Para los cultivos adherentes, se despegaron las células mediante 
tratamiento con Tripsina-EDTA (Tabla 3.2) y se diluyeron en medio fresco completo para dejar 
una confluencia del 20%. Cada 2 o 3 días, cuando el cultivo alcanzó el 80% de confluencia, se 
realizaron los pases subsiguientes. Para los cultivos mixtos, se recogieron tanto las células en 
suspensión como las células despegadas mediante Tripsina-EDTA y se diluyeron en medio fresco 
completo como se ha indicado anteriormente.   
 
3.1.1.3 Establecimiento y mantenimiento de cultivos tridimensionales  
El establecimiento de cultivos tridimensionales (3D) de tipo esferoide se realizó a través 
del “método de la gota colgante” (525). Este método utiliza un agente viscosante, como es la 
metilcelulosa, que se añade a una suspensión monocelular para poder generar gotas, que se 
disponen sobre la superficie de la cubierta de una placa de Petri. Al invertir la cubierta, las gotas 
quedan colgando de la superficie gracias a la disminución de la tensión superficial por parte de 
la metilcelulosa (Figura 3.1). Dentro de cada gota, las células se desplazan al fondo por acción 
de la gravedad, favoreciendo que se establezcan contactos entre ellas y formen un agregado 
multicelular denominado “esferoide” (526). 
 
 




Figura 3.1 Método de la gota colgante. Imagen  del método descrito (apartado 3.1.1.3) para la generación 
de cultivos celulares 3D de tipo esferoide.  
 
Para establecer los cultivos en 3D se utilizó, como agente viscosante, un medio 
denominado Methocell, generado mediante la adición de metilcelulosa de alta viscosidad 
(Anexo 1, Tabla 1) a un medio basal (en nuestro caso DMEM), a una concentración de 12 g/L. 
Para su preparación, la mitad del volumen de DMEM se calentó a 50°C y se añadió sobre la 
metilcelulosa previamente autoclavada. Esta mezcla se mantuvo en agitación durante 20 min 
antes de añadir la segunda mitad del volumen de DMEM. Entonces, la mezcla se almacenó a 4°C 
durante 1,5-2 h. Tras ese tiempo, todo el volumen se centrifugó a 4000 xg durante 2 h. De este 
modo se diferenciaron: una fase superior más clara, que es la deseada y representa en torno al 
90% del volumen total, y una fase inferior más opaca que contiene los desechos de la 
metilcelulosa.   
 
La generación de esferoides requiere preparar una suspensión monocelular, en medio 
completo, a partir de los cultivos convencionales (apartado 3.1.1.1). La densidad celular de esta 
suspensión depende del número de células/esferoide que se desea. En nuestro caso fue de 
aproximadamente 1.000 células/esferoide, estando contenido cada esferoide en una gota de 30 
µL. Para proporcionar la viscosidad adecuada a la suspensión, ésta contuvo un 20-30% de 
Methocell, en función de la capacidad de agregación de la línea celular (Tabla 3.3), diluido en 
medio completo. Una vez preparada esta suspensión, las gotas se dispusieron sobre la cubierta 
de una placa de Petri de 100 cm2 y se cubrió el fondo de la placa con agua mili-Q estéril para 
evitar la evaporación del medio. Tras invertir la cubierta y colocarla sobre la placa Petri, se 
incubó durante 48-72 h, a 37°C, para la formación de los agregados. La monitorización del 
proceso se realizó a través de microscopía convencional (Leica DMi1 u Olympus IX81).  
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Los esferoides formados se recogieron de las gotas por aspiración con una micropipeta. 
Cuando fue necesaria la disgregación del esferoide, tras lavar los restos de Methocell con PBS 
(tampón fosfato salino, del inglés, Phosphate Buffered Saline),  ésta se realizó en uno o dos pasos 
dependiendo de las propiedades de agregación de las líneas.  
 Paso 1 (opcional): los esferoides se incubaron durante 20-30 min en 100 µL de medio 
completo suplementado con 2 mM EDTA (Anexo 1, Tabla 1). 
 Paso 2: los esferoides se incubaron durante 5-10 min en 100 µL de Tripsina-EDTA 
suplementado con 40 µg/mL DNasa (Anexo 1, Tabla 1). 
 
 
3.1.2 Células NK primarias 
 Las células NK primarias se obtuvieron a partir de los PBMCs de donantes sanos o de 
pacientes con cáncer colorectal y cáncer de pulmón. Las muestras de sangre de donantes sanos 
fueron proporcionadas como capa leuco-plaquetaria (del inglés, buffy coat) por el Banco de 
Sangre y Tejidos de Aragón con la aprobación del Comité de Ética en la Investigación Clínica de 
la Comunicad de Aragón (CEICA), número C.I.P.11/006. Las muestras de sangre de pacientes con 
cáncer fueron proporcionadas como sangre total anticoagulada por el Hospital Clínico Lozano 









CaCo-2 20% 48 
Colo-201 20% 48 
Colo-205 20% 48 
DLD-1 20% 48 
HCT-116 20% 48 
HCT-116 GFP 20% 48 
HCT-116 bax/bak-/-  30% 72 
HT-29 20% 48 
LoVo 30% 72 
SKCO-15 30% 72 
SW620 30% 72 
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3.1.2.1 Aislamiento de PBMCs  
 Para obtener los PBMCs de las muestras de sangre se realizó una separación de células 
en gradiente de densidad, utilizando la solución de extracción Ficoll (Histopaque®-1077; Anexo 
1, Tabla 2). En primer lugar, la sangre procedente de buffy coats se diluyó en 5 volúmenes de 
PBS estéril; mientras que la sangre total se diluyó a la mitad. Esta sangre diluida se añadió, con 
cuidado de no mezclar las fases, sobre un volumen de Ficoll en proporción 1:1. Se centrifugó a 
500 xg durante 30 min, quitando el freno de la centrífuga, y posteriormente se recuperó el anillo 
de PBMCs localizado en la interfase. Tras centrifugar a 500 xg durante 5 min para retirar el 
plasma y Ficoll arrastrados, se lisaron los glóbulos rojos con 2 mL de tampón de lisis (Anexo 1, 
Tabla 2) mediante una incubación de 5 min a RT. Finalmente, los PBMCs purificados se lavaron 
3 veces con PBS estéril y se utilizaron en estudios posteriores, recién aislados  o tras ser activados 
(apartado 3.1.2.2). 
 
3.1.2.2 Generación de células NK activadas a partir de PBMCs 
 
3.1.2.2.a  Activación a corto plazo de PBMCs de donantes sanos 
Cuando el objetivo del procedimiento fue únicamente la activación de las células NK 
para incrementar su actividad citotóxica, sin llegar a obtener una expansión de las mismas, se 
siguió un protocolo de activación a corto plazo que había sido establecido previamente en el 
laboratorio (Sánchez-Martínez et al. 2015) (527). 
 
Este protocolo, que consideramos estándar, se basa en el empleo de las células 
estimuladoras R69, que son una línea linfoblastoide (LCL, del inglés, Lymphoblastoid Cell Line) 
procedente de células B, inmortalizada con el Virus Epstein-Barr (EBV). La línea celular R69 se 
caracteriza por expresar tanto HLA-I, con todos los epítopos conocidos de los KIR, como HLA-II 
(527, 528). Previamente a ser utilizadas en co-cultivo con los PBMCs, las células estimuladoras 
se trataron con mitomicina-C (25 µg/mL; Anexo 1, Tabla 1) en RPMI sin SFB, durante 90 min, a 
37°C, para arrestar el ciclo celular. Pasado este tiempo, se inactivó la mitomicina-C añadiendo 
RPMI completo y se realizó un lavado con el mismo medio. Seguidamente,  las células 
estimuladoras se dejaron incubar en RPMI completo durante 30 min, a 37°C, para eliminar el 
exceso de droga.  
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La activación de las células NK se llevó a cabo mediante el co-cultivo de los PBMCs y las 
células estimuladoras (ratio 10:1; PBMCs:R69) durante 5-7 días. El cultivo se mantuvo en medio 
de células primarias (RPMI completo sin antibióticos) a una densidad 1x106 PBMCs/mL en un 
volumen de 50 mL en frascos de cultivo de 75 cm2.  
 
3.1.2.2.b  Activación y expansión de PBMCs de donantes sanos 
Cuando se quiso estudiar la expansión de las células NK, se consideraron varios 
protocolos basados en la literatura (Sánchez-Martínez et al. 2018) que utilizaban diferentes 
estímulos solos o en combinación (529).  
 
 Citoquinas: IL-2 (100 UI/mL; Tabla 3.4) y/o IL-15 (5 ng/mL; Tabla 3.4) 
 Células estimuladoras: R69 o 721.221 (ratio 10:1; PBMCs:LCL-EBV+). Las células 721.221 
también son una línea linfoblastoide de células B inmortalizadas con EBV, deficientes en 
HLA-I pero que mantienen la expresión de HLA-II  (530, 531). 
 
Tabla 3.4 Interleuquinas (IL) 
Intreleuquina Casa comercial Concentración del stock Medio de dilución 
Concentración 
de trabajo 
IL-2 Miltenyi Biotec. 200 µg/mL ≈106 U/mL PBS + 0,1% BSA 100 U/mL 
IL-15 Miltenyi Biotec.  250 µg/mL PBS + 0,1% BSA 5 ng/mL 
 
Por otro lado, también se valoró el empleo del conjunto de PBMCs al inicio de la 
expansión o, en su lugar, la fracción de PBMCs remanente tras haber eliminado las células CD3+ 
(apartado 3.1.2.3) que puedan afectar a la activación y expansión de las células NK.  
 
En esta ocasión, la activación de las células NK se llevó a cabo mediante el cultivo de los 
PBMCs, o PBMCs-CD3-, con los diferentes estímulos durante 21 días, siguiendo el esquema 
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Figura 3.2 Protocolo de expansión de PBMCs provenientes de muestras de sangre de donantes sanos. 
Para la activación se partió del conjunto de PBMCs, o la fracción enriquecida en células NK, y se añadieron 
los distintos estímulos (células estimuladoras y/o interleuquinas) según se explica (apartado 3.1.2.2.b).  
 
 El cultivo se inició a una densidad 1x106 PBMCs/mL, en un volumen de 3-10 mL, que se 
mantuvo durante los 7 primeros días.  
 A día 7, se añadió al cultivo un volumen equivalente de medio de células primarias junto 
con los estímulos correspondientes. Esto supuso añadir una cantidad de IL doble de la 
inicial, pero el mismo número de células estimuladoras ya que, a este día, todavía no se 
ha iniciado la expansión de los PBMCs. 
 A partir de día 7, se siguió con la reactivación de los PBMCs cada 2-3 días. En cada 
reactivación se reajustó la densidad celular a la inicial, para que el cultivo nunca 
sobrepasara los 2x106 PBMCs/mL, y se añadieron de nuevo los estímulos como se ha 
descrito anteriormente, manteniendo un volumen máximo de 10 mL. 
 
En el caso particular de la expansión de células NK destinadas a los ensayos in vivo 
(apartado 3.5.2.2), se optó por iniciar el cultivo con PBMCs-CD3- y utilizar como estímulo la línea 
celular R69 en combinación con IL-2 e IL-15. La producción acumulativa de células NK se 
mantuvo en volúmenes máximos de 20-30 mL para obtener un mayor número de células NK. 
 
Finalmente, la tasa de expansión de las células NK se determinó mediante el recuento 
acumulado de los PBMCs en cultivo en cada día de reactivación (apartado 3.1.3) y la 
caracterización por citometría de flujo de las poblaciones de cada expansión a través de los 
marcadores CD3/CD56 (apartado 3.3.3.1). Además, tras seleccionar algunos de los protocolos 
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de expansión, también se realizó una caracterización más extensa de las subpoblaciones de 
células NK, por citometría de flujo (apartado 3.3.3), a través de un análisis multiparamétrico de 
sus proteínas de superficie  (Anexo 2).   
 
3.1.2.2 c  Activación a corto plazo de PBMCs de donantes sanos con mAbs inmuno-
moduladores 
De modo excepcional, en los ensayos en que los se estudió el efecto del bloqueo del eje PD-
1/PDL-1 en la activación y función de las células NK, se introdujo una modificación del protocolo 
“estándar” incorporando al cultivo Pembrolizumab (20 µg/mL; Tabla 3.5), un anticuerpo 
monoclonal frente a PD-1. 
 
3.1.2.2 d  Activación de PBMCs de pacientes con cáncer 
Los PBMCs obtenidos de la sangre de pacientes con cáncer se destinaron a estudiar la 
implicación del eje PD-1/PDL-1 en la actividad citotóxica de las células NK. En este caso se 
activaron durante 48-72 horas sólos con la combinación con IL-2 (100 UI/mL) e IL-15 (5 ng/mL), 
en presencia o ausencia de Pembrolizumab (20 µg/mL) en el cultivo. 
 
3.1.2.3  Obtención de células NK 
Para estudiar la actividad antitumoral de las células NK,  estas se enriquecieron a partir 
del conjunto de PBMCs. Se utilizó un protocolo de separación inmunomagnética con el sistema 
MACSTM. Éste se basa en el empleo de un anticuerpo unido a microesferas metálicas dirigido 
frente las células de interés (Tabla 3.5). Al hacer pasar una suspensión celular a través de una 
columna con matriz superparamagnética, colocada en el interior de un campo magnético, sólo 
las células marcadas con las microesferas quedan retenidas en la columna (Separador 
inmunomagnético MACS®; Miltenyi Biotec).  
 
 Se siguió el protocolo de marcaje del fabricante para los anticuerpos anti-CD56 
(separación positiva) o anti-CD3 (separación negativa) unidos a microesferas. De este modo se 
resuspendieron los PBMCs, purificados de sangre periférica o activados in vitro, con una relación 
de 80 µL del tampón MACS/ 20 µL de anticuerpo por cada 107 células. La suspensión celular se 
incubó 15 min a 4°C, se lavó con tampón MACS (Anexo 1, Tabla 2), y finalmente se hizo pasar 
por columnas LS según las instrucciones del fabricante. En el caso de la separación positiva, se 
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retiró la columna del campo magnético y se eluyeron las células NK con el mismo tampón; 
mientras que en el caso de la separación negativa se recogió la fracción de células que no había 
quedado retenida en la columna dentro del campo magnético.  
 
 
3.1.3 Recuento y viabilidad celular 
A partir de cultivos en suspensión monocelular (apartado 3.1.1), se determinó la 
densidad celular a través de un microscopio óptico (Nikon Eclipse E-100) utilizando una cámara 
de Neubauer. Se contaron las células de los 4 cuadrantes de la misma y se calculó la densidad 
(células/mL) dividiendo el recuento entre el número de cuadrantes contabilizados, y 
multiplicándolo por el factor de dilución de la suspensión y el factor corrector de volumen de la 
cámara (104).  
 
La viabilidad del cultivo se determinó por ensayo de exclusión de Azul de tripano (Anexo 
1, Tabla 1), un colorante que sólo puede penetrar en células que han perdido la integridad de la 
membrana plasmática. Se preparó una dilución 1:1 (suspensión celular:colorante) y se realizó 
un recuento del número de células viables y no viables, calculando el porcentaje de células 
viables sobre el total.  
 
 
3.2 Análisis de viabilidad celular mediante PrestoBlue® 
 La sensibilidad de las líneas de CCR al agente citotóxico 5-FU (Anexo 1; Tabla 1) se 
estudió mediante el análisis de la viabilidad celular a través del reactivo PrestoBlue® (Anexo 1; 
Tabla 1). El reactivo consiste en una solución de resazurina que, al ser reducido en la 
mitocondria, se convierte en resofurina. Esta transformación permite determinar 
cuantitativamente la proliferación celular, ya que la resofurina es un compuesto capaz de emitir 
fluorescencia (ʎabs= 535  nm ; ʎem= 615 nm) con una intensidad proporcional a la concentración 
del mismo.  
 
Para la realización del ensayo se sembraron 5.000 células de las distintas líneas de CCR 
en una placa de 96 pocillos de fondo plano, con un volumen de 50 µL de DMEM completo por 
pocillo. Tras incubar 24 h, a 37°C, se añadieron otros 50 µL de DMEM completo con distintas 
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concentraciones de 5-FU (0,01-100 µM). En cada experimento, cada concentración se analizó 
por triplicado. Se dejó incubar 72 h a 37°C y se añadió Prestoblue® a cada pocillo (1/10). La placa 
se mantuvo durante 1-2 h, a 37°C, y se analizó la emisión de fluorescencia (BioTek Synergy HT).  
 
3.3 Análisis por citometría de flujo 
 
3.3.1 Citotoxicidad mediada por células NK 
3.3.1.1 Marcaje de células NK con sonda fluorescente 
Los experimentos de citotoxicidad se llevaron a cabo mediante el co-cultivo de las 
células diana con las células efectoras (NK). Para poder analizar los parámetros de muerte en las 
células tumorales, mediante citometría de flujo, fue necesario poder distinguir ambas 
poblaciones. Para ello, se marcaron las células NK con la sonda eFluor 670 (Anexo 1, Tabla 1), 
que se une covalentemente a las proteínas celulares con aminas primarias y presenta emisión 
fluorescente en rojo tras su excitación (ʎabs= 633 nm ; ʎem= 670 nm).  
 
El marcaje con eFluor 670 (3 µM) se realizó en tampón PBS suplementado con 5%  SFB 
decomplementado y con una densidad celular de 1x106 células/mL. El procedimiento supuso la 
resuspensión de las células en la mitad del volumen de marcaje y la dilución de la sonda en la 
otra mitad de volumen. Tras añadir lentamente la sonda diluida sobre la suspensión celular, se 
incubó en oscuridad 10 min, a 37°C; y 5 min más, a 4°C. Pasado este tiempo, se lavaron las células 
con 5 volúmenes de RPMI completo y se dejaron en medio nuevo durante 40 min, a 37°C, antes 
de realizar un último lavado.  
 
3.3.1.2 Co-cultivo de células NK y células diana 
La muerte celular inducida por las células NK se valoró enfrentando las células NK 
purificadas y marcadas fluorescentemente (apartados 3.1.2.3 y 3.3.1.1, respectivamente) a 
cultivos de células diana en condiciones 2D y 3D.  
 
Para los experimentos de citotoxicidad en condiciones 2D, se dispusieron las células 
adherentes en placas de 96 pocillos de fondo plano 24 h antes del experimento. Mientras que 
para el análisis de células con un crecimiento en suspensión, éstas se dispusieron el mismo día 
del ensayo en placas de 96 pocillos de fondo redondo. Posteriormente, se añadieron las células 
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NK a distintos ratios efector:diana y se mantuvo el co-cultivo durante 4 h, a 37°C, en un volumen 
final de 200 µL de medio completo (100 µL de medio de células NK y otros 100 µL de medio de 
células tumorales). Pasado este tiempo, se recogieron los sobrenadantes de cada pocillo y se 
juntaron con las células adherentes, despegadas mediante tripsina-EDTA para tener una 
suspensión monocelular homogénea.  
 
Para los experimentos de citotoxicidad en condiciones 3D se recogieron 10 esferoides 
formados (apartado 3.1.1.2) y se dispusieron en una placa de 96 pocillos de fondo redondo. Tras 
realizar un recuento del número de células/esferoide se añadieron las células NK a distintos 
ratios efector:diana y se mantuvo el co-cultivo durante 48 h, a 37°C, en un volumen final de 200 
µL de medio completo como se ha explicado anteriormente. Pasado este tiempo, se recogieron 
los sobrenadantes de cada pocillo y se juntaron con las células de los esferoides, previamente 
disgregados mediantes tripsina-EDTA para tener una suspensión monocelular homogénea.  
 
3.3.1.3 Evaluación de las vías de muerte celular implicadas en la citotoxicidad mediada 
por células NK 
Para estudiar qué mecanismos de muerte celular se activaban en las células tumorales, 
tras el ataque de las células NK, las células diana se pre-incubaron durante 1 h con el inhibidor 
general de caspasas Q-VD-OPh (30 µM; Anexo 1, Tabla 1). También se valoró si, en ausencia de 
la vía de las caspasas, la necroptosis adquiría un papel importante en la muerte de las células 
diana. En estos casos, se combinó el inhibidor de RIP kinasa 1, Nec-1 (30 µM, Anexo 1, Tabla 1), 
con el inhibidor Q-V-OPh a concentración equimolar. Pasado este tiempo, y sin realizar un lavado 
de las células en incubación, se añadieron las células NK activadas a ratio efector: diana 1:1 como 
se ha explicado anteriormente (apartado 3.3.1.2).  
 
3.3.1.4  Citotoxicidad mediada por células NK en combinación con anticuerpos 
inhibidores de checkpoints 
Para valorar la implicación de los checkpoints PD-1 y TIM-3 en la actividad de las células 
NK, éstas se preincubaron durante 30 min, a 4°C, con los respectivos anticuerpos bloqueantes 
α-PD-1, Pembrolizumab (20 µg/mL) y ɑ-TIM-3 (20 µg/mL; Tabla 3.5). Pasado este tiempo, y sin 
realizar un lavado de las células en incubación, se enfrentaron a cultivos 2D de células tumorales 
a un ratio bajo efector:diana, en función de la línea celular.  
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3.3.1.5  Análisis de los parámetros de muerte celular 
La muerte celular supone una alteración en la estructura de la membrana plasmática. 
Dentro de los eventos que suceden, uno de los primeros signos de apoptosis es la traslocación 
de fosfatidilserina (PS), desde su localización habitual en la cara citoplasmática hacia la cara 
externa de esta membrana (532). Así, en condiciones fisiológicas es una señal para que las 
células apoptóticas sean fagocitadas por los macrófagos. En condiciones in vitro, estas células 
no son eliminadas y evolucionan adquiriendo rasgos de necrosis. En esta situación se 
permeabiliza la membrana plasmática, permitiendo el paso de moléculas que no atravesarían la 
membrana de células sanas. 
 
Estos eventos se pueden aprovechar para detectar la muerte celular en ensayos in vitro. 
Así, se analizó la traslocación de PS, utilizando una proteína de unión específica (Anexina-V); y 
la permeabilización de la membrana, utilizando el fluoróforo 7-AAD (7-Actinomicina D; ʎabs= 
540 nm ; ʎem= 654 nm) que presenta afinidad por el DNA.  
 
Para realizar este marcaje, la suspensión celular obtenida tras el ensayo de citotoxicidad 
con células NK, se centrifugó a 3.000 xg y se resuspendió en 100 µL de ABB 1x (del inglés, Annexin 
Binding Buffer; Anexo 1, Tabla 2) con Anexina-V-FITC (1,5/100; Anexo 1, Tabla 1) y 7-AAD (1/100; 
Anexo 1, Tabla 1). El marcaje se realizó durante 15 min, a RT y en oscuridad, hasta ser analizado 
por citometría de flujo (BD FACSCalibur o Beckman Coulter GalliosTM).  
 
3.3.2 Ensayo de degranulación de células NK: movilización de CD107a 
La actividad de las células NK frente a las células diana tumorales también se determinó 
a través de experimentos de degranulación. Cuando las células efectoras degranulan expresan 
transitoriamente en la membrana plasmática la molécula Lamp-1 o CD107a. Para impedir el 
reciclaje de esta proteína durante el ensayo, y así poder detectarla por un marcaje extracelular, 
se utilizó un bloqueante del aparato de Golgi (monensina).  
 
En esta ocasión, se realizó una modificación del modelo de co-incubación presentado 
previamente (apartado 3.3.1.2) debido a las características del ensayo. En primer lugar, al ser 
necesario favorecer el contacto de todas las células NK con las células diana, se usó un ratio bajo 
de esta relación celular. En segundo lugar, fue necesario un número suficiente de células NK 
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para poder analizar la expresión de CD107a de modo fiable. Finalmente, se consideró el 
volumen, densidad celular y superficie del área de cultivo. Es por ello que, después de 
comprobar que la sensibilidad de las líneas seleccionadas de CCR no variaba cuando se 
presentaban en suspensión a las células NK (Figura 3.3), este tipo de experimento se realizó con 










Figura 3.3. Citotoxicidad de células NK activadas frente a líneas de CCR en cultivo en suspensión (línea 
punteada) o adherente (línea continua). Los PBMCs se activaron en presencia de células R69 durante 5 
días. Posteriormente se purificaron las células NK y se enfrentaron a diferentes relaciones efector:diana 
(1:1; 3:1; 6:1), durante 4 h sobre líneas de CCR. La muerte celular se determinó analizando la exposición 
en la membrana de PS (Anexina-V-FITC) y la permeabilización de la membrana celular (7-AAD) por 
citometría de flujo, como se indica en materiales y métodos. Los datos representan la media ± SEM de al 
menos 3 donantes independientes, tras restar sus respectivos controles. Se realizó el test ANOVA de dos 
factores con el post-test de Bonferroni, donde p> 0,05 indica diferencias no significativas.  
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 El protocolo del ensayo se basó en una modificación del descrito (Betts et al., 2003) 
(533). Se incubaron 5x104 células NK purificadas (apartado 3.1.2.3) con el mismo número de 
células tumorales (ratio 1:1) en una placa de 96 pocillos de fondo redondo. Como control se usó 
un pocillo con las células NK solas. A cada pocillo se añadió el anticuerpo frente a CD107a 
marcado con APC (1/100; Tabla 3.5) y el bloqueante del aparato de Golgi (1/500;  Tabla 3.5), y 
se mantuvo el co-cultivo durante 5 h, a 37°C, en un volumen final de 200 µL de medio completo. 
Pasado ese tiempo se centrifugó la placa a 3.000 xg y se añadieron los anticuerpos: anti-CD56 
marcado con PerCP-Vio700 (1/50; Tabla 3.5), anti-CD3 marcado con VioGreen (1/50;  Tabla 3.5), 
anti-CD107a marcado con APC (1/50) y el bloqueante de Fc (1/200; Tabla 3.5) en el tampón PBS 
suplementado con 5% SFB. Tras incubar 15 min a 4°C se lavó con PBS suplementado con 5% SFB 
y se analizó por citometría de flujo.  
 
3.3.2.1 Determinación de la degranulación de las células NK en combinación con 
anticuerpos inhibidores de checkpoints 
Se valoró la implicación de los checkpoints PD-1 y TIM-3 en el proceso de degranulación 
de las células NK. Igual que en el estudio de la citotoxicidad (apartado 3.1.3.4), las células NK se 
preincubaron durante 30 min, a 4°C, con los respectivos anticuerpos bloqueantes α-PD-1, 
Pembrolizumab (20 µg/mL) y ɑ-TIM-3 (20 µg/mL). Pasado este tiempo, y sin realizar un lavado 
de las células en incubación, se enfrentaron a cultivos en suspensión de células tumorales a un 
ratio efector:diana 1:1 como se ha explicado anteriormente (apartado 3.3.1.2). 
 
3.3.3 Determinación de la expresión de proteínas   
Para caracterizar el fenotipo de las células estudiadas se realizó un marcaje con 
anticuerpos conjugados con fluorocromos (Tabla 3.5) sobre una suspensión monocelular 
(apartado 3.1.1.1), de 1x105 células cultivadas en condiciones convencionales; o 1-2 x 104 células 
cultivadas en condiciones 3D (equivalente aproximadamente a 10 esferoides).  
 
3.3.3.1 Análisis de proteínas de superficie celular 
Las suspensiones celulares se incubaron con anticuerpos individuales o combinaciones 
de ellos (Anexo 2) en tampón PBS suplementado con 5% SFB durante 15 min a 4°C, en oscuridad. 
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Seguidamente se centrifugó a 3.000 xg durante 2 min para retirar la solución de marcaje y se 
realizó un lavado con PBS suplementado con 5%  SFB. Finalmente se fijó con PFA 1% 
(Paraformaldehído; Anexo 1, Tabla 1) hasta su posterior análisis por citometría de flujo. 
 
3.3.3.2  Análisis de proteínas intracelulares 
 El estudio de las proteínas citosólicas requiere la permeabilización de la membrana 
plasmática. Para ello, las suspensiones celulares primero se fijaron con 100 µL de PFA 4% 
durante 10 min a 4°C. Seguidamente se lavó dos veces con tampón PBS suplementado con 5%  
SFB. Las células se resuspendieron en 100 µL del tampón de permeabilización (Anexo 1, Tabla 2) 
y se mantuvieron durante 5 min a RT. Pasado este tiempo, se centrifugó a 3.000 xg durante 2 
min y se incubó con el anticuerpo en tampón de permeabilización durante 15 min a 4°C, en 
oscuridad. Seguidamente se centrifugó a 3.000 xg durante 2 min para retirar la solución de 
marcaje y se realizó un lavado con PBS suplementado con 5%  SFB. Finalmente se fijó con PFA 
1% para su posterior análisis por citometría de flujo. 
 
3.3.4 Tratamiento de datos  
Los datos obtenidos se analizaron a través del programa de análisis celular Weasel 
(desarrollado en Walter and Eliza Hall Institute of Medical Research, Melbourne).  Se obtuvieron 
resultados de Intensidad Media de Fluorescencia (MFI, del inglés, Mean Fluorescence Intensitiy) 
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Tabla 3.5 Anticuerpos 
























IgG2aĸ Ratón Miltenyi FC 1/50 VioGreen 










IgMĸ Ratón Miltenyi FC 1/50 APC 
CD54  
(ICAM-1) 












IgG1 Humano Miltenyi FC 1/50 
PerCP-
Vio700 















IgG1ĸ Ratón Miltenyi FC 1/50 PE 
CD152 
(CTLA-4) 





IgG1 Ratón Miltenyi FC 1/50 PE 
CD159a 
(NKG2A) 
Z199 (MC) IgG2b Ratón 
Beckman 
Coulter 















IgG1ĸ Ratón Miltenyi FC 1/50 PE 
CD 274 (PD-
L1) 













IgG4 Humano MSD Bloqueo 20 µg/mL - 
CD336 
(NKp44) 
2.29 (MC) IgG1 Ratón Miltenyi FC 1/50 PE 




1Bloqueante de los receptores Fc, basada en una solución de la fracción constante (Fc) de anticuerpos IgG 
humanos. 
APC: Aloficocianina; CEACAM: Molécula de Adhesión Celular relacionada con el Antígeno; CTLA-4: Antígeno 4 
del Linfocito T Citotóxico; CXCR3: Receptor de Quimioquina C-X-C tipo 3;  FC: Citometría de Flujo; FITC: 
Isotiocianato de Fluoresceína; HLA: Antígeno Leucocitario Humano;  ICAM-1: Molécula de Adhesión 
Intercelular; LAG-3: Gen 3 de activación de linfocitos; Lamp-1: proteína de membrana asociada a lisosoma 1; 
MC: Monoclonal; PE: Ficoeritrina;  PD-1: proteína de Muerte celular Programada; MICA/B: Proteína relacionada 
con la cadena A/B de HLA-I; PerCP: Proteína Clorofila-Peridina; PVR: Receptor de Poliovirus; TIM-3: Receptor 


























IgG1ĸ Mouse Biolegend Bloqueo 20 µg/mL - 
Galecina-9 REA435 
(MC) 
IgG1 Humano Miltenyi FC 1/50 PE 
HLA-ABC W6/32 
(MC) 
IgG2aĸ Ratón eBioscience FC 1/50 FITC 
HLA-E REA1031 
(MC) 





IgG1 Humano Miltenyi FC 1/50 APC-Vio770 






IgG1 Humano MIltenyi FC 1/50 
VioBright 
515 










IgG2a Ratón R&D FC 1/50 
Alexa Fluor® 
405 
Isotipo MOPC-21 IgG1 Ratón Biolegend Bloqueo 20 µg/mL - 
Isotipo -(MC) IgG1 Humano Enzo Bloqueo 5 µg/mL - 
Isotipo -(MC) REA Humano Miltenyi FC 1/50 PE 
Isotipo -(MC) IgG1ĸ Ratón BD FC 1/50 APC 
Isotipo -(MC) IgG2bĸ Ratón BD FC 1/50 APC 
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3.4 Ensayos de microscopía de fluorescencia 
La interacción entre los esferoides y las células NK, en términos de penetración de las 
células NK en el esferoide y eliminación del mismo, se anlizó a través de microscopía 
convencional (Nikon Elipse Ti-E C1) o confocal (Leica SP2) de fluorescencia. Estos experimentos 
se realizaron en colaboración con el grupo del Dr. Ignacio Ochoa, en las instalaciones del 
Instituto Universitario de Investigación en Ingeniería de Aragón (I3A) y en el CIBA. 
 
 
3.4.1  Análisis de la eliminación del esferoide por microscopía convencional de 
fluorescencia.  
Para analizar la sensibilidad de las líneas de CCR a la acción de las células NK en un 
modelo 3D, se generaron esferoides de 1.000 células de la línea celular HCT-116-GFP. Estos 
esferoides se dispusieron individualmente en una placa de 96 pocillos de fondo redondo de baja 
adherencia. Las células NK purificadas y marcadas con la sonda eFluor (apartados 3.1.2.3 y 
3.3.1.1, respectivamente) se enfrentaron a los esferoides a distintos ratios efector:diana (3:1; 
6,1; 9:1), en un volumen de 100 µL de medio completo. Se realizaron 4 réplicas por condición.  
 
 El ensayo se mantuvo durante 96 h, a 37°C, tomando imágenes de los pocillos cada 24 h 
a través de un microscopio invertido de fluorescencia. Cada imagen se correspondió con una 
capa de 5 µm en el eje “Z”, a una longitud de 200 µm desde el centro del esferoide. Se obtuvieron 
imágenes en campo claro y a distintas longitudes de onda de excitación para la GFP (Proteína 
Fluorescente verde, del inglés Green Fluorescent Protein; ʎabs= 488 nm ; ʎem= 510 nm) y la 
sonda eFluor 670 (ʎabs= 633 nm ; ʎem= 670 nm).  
 
 
3.4.2 Análisis de la penetración de células NK en el esferoide por microscopia 
confocal 
Para estudiar la penetración de las células NK en el esferoide, como se ha explicado 
anteriormente (apartado 3.4.1), se generaron esferoides de 1.000 células de la línea celular HCT-
116-GFP, que se co-cultivaron con las células NK durante 24, 48, 72 y 96 h, a distintos ratios 
efector:diana (3:1, 6:1 y 9:1). Posteriormente, los esferoides se fijaron de manera individual, 
retirando el medio de cultivo y añadiendo 100 µL de PFA 4%. Se dejó incubar a RT (temperatura 
ambiente) durante 24 h y se retiró el PFA para conservar los esferoides en etanol 70%.  
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A través de microscopia confocal, se realizó la medición en capas de los esferoides 
tomando el centro de cada uno de ellos como punto de partida. Así, se realizaron mediciones 
cada 5 µm a lo largo de una longitud total de 200 µm. 
 
3.4.3 Tratamiento de datos  
 Las imágenes de los ensayos de co-cultivo de célula viva se analizaron a través del 
programa NIS-Elements Advanced Research. Se llevó a cabo la superposición de las capas en “Z” 
en las diferentes longitudes de onda  y se determinó el área relativa del esferoide tomando como 
referencia su tamaño antes de iniciar el co-cultivo.  
 
 Las imágenes de microscopía confocal de los esferoides fijados se analizaron a través del 
























MATERIALES Y MÉTODOS 
 
99 
3.5 Modelo de xenotrasplante tumoral en ratón y análisis de la actividad 
antitumoral de células NK expandidas 
 
3.5.1 Modelo animal 
La actividad antitumoral in vivo de las células NK activadas se valoró utilizando ratones 
inmunodeprimidos NSGTM  (NOD Scid Gamma, The Jackson Laboratory); carentes de células T y 
B maduras, células NK y sistema del complemento, y deficientes en macrófagos y células 
dendríticas (534). Se utilizaron animales hembras de 6 semanas de edad. Los experimentos se 
realizaron de acuerdo a las instrucciones de la Federación de Asociaciones Europeas dedicadas 
a la Ciencia del Animal de Laboratorio (FELASA) y con la aprobación de la Comisión Ética Asesora 
para la Experimentación Animal de la Universidad de Zaragoza (PI 47/18). Los animales se 
mantuvieron en las instalaciones del CIBA en un ambiente libre de patógenos, con cubetas 
individualmente ventiladas, y en condiciones estándar de estabulación (temperatura media de 
22°C, ciclo de luz/oscuridad de 12 h y comida y agua ad libidum).  
 
3.5.2 Terapia adoptiva de células NK alogénicas activadas  
3.5.2.1  Evaluación del desarrollo tumoral en modelo ectópico  
Se estableció un modelo subcutáneo de CCR mediante la inoculación de 2x106 células 
de la línea HCT-116 en el flanco izquierdo de cada ratón. El seguimiento del desarrollo tumoral 
se realizó mediante la determinación del volumen en días alternos. Para calcular el volumen se 
midieron la anchura (A), la largura (L) y la altura (H) y se aplicó la fórmula: L*A*H. Se consideró 
como criterio de punto final un volumen superior a 1000 mm3.   
 
3.5.2.2  Evaluación del tratamiento con células NK alogénicas 
Para evaluar la acción antitumoral de las células NK in vivo se consideraron tres grupos 
de estudio: 
 
 Control: se administraron 10 µg de IL-2 /ratón (equivalente a 5x104 UI) en medio RPMI 
basal por dosis.  
 Tratamiento temprano: iniciado cuando el tumor fue detectable por palpación 
(volumen: < 50 mm3). Se administraron 10 µg de IL-2/ratón junto con  10x106 células NK 
alogénicas activadas por dosis.  
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 Tratamiento tardío: iniciado cuando el tumor fue detectable visualmente (volumen: 50-
150 mm3). Se administraron 10 µg de IL-2/ratón junto con  10x106  células NK alogénicas 
activadas por dosis. 
 
 
En todos los grupos se fijó un mismo esquema de tratamiento, con tres 
administraciones por vía intraperitoneal (i.p.) en intervalos de 48 h. En cada una de estas 
administraciones se incluyó la IL-2 ya que se trata de un factor esencial para la supervivencia y 
proliferación de las células NK expandidas  (535-537).  
 
Para la obtención de las células NK expandidas, se partió de PBMCs de diferentes 
donantes en los que se eliminaron las células CD3+ y se estimularon las células NK con la línea 
celular R69-EBV+, en combinación con IL-2 e IL-15, durante 14-21 días (apartado 3.1.2.2.2).  
Previamente a su administración, se comprobó que la pureza de las células NK en el cultivo era 
> 90%, a través del marcaje CD3/CD56 (apartado 3.3.3.1).  
 
3.6 Análisis estadístico  
Los datos obtenidos se analizaron con el programa Prism5.0 (GraphPad Software, Inc., 
San Diego), según se describa en los respectivos pies de figura.  
 
Para comparar las diferencias entre dos grupos se utilizó la prueba t-student de dos 
colas, para datos pareados o no pareados en función de la relación entre los grupos 
experimentales. Para comparar tres o más grupos, se utilizó el ANOVA de un factor, con el post-
test de Bonferroni. Cuando se consideraron dos fuentes de variación, se utilizó el ANOVA de dos 
factores, igualmente con el post-test de Bonferroni.  
 
En el ensayo de viabilidad celular a través de PrestoBlue® se determinó el EC50 
(Concentración Efectiva 50; dosis  que produce la muerte del 50% de las células), para cada una 
de las líneas celulares, mediante un análisis de regresión no lineal. En los ensayos in vivo, las 
diferencias en la supervivencia de los grupos se determinaron a través de la curva Kaplan Meier, 
utilizando el test Log-rank (Mantel-Cox).  
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La significación estadística se estableció como p<0,05; siendo *<0,05, **<0,01 y 
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4.Resultados y discusión  
 
4.1 Caracterización de los cultivos celulares de CCR 
 El CCR es una enfermedad heterogénea a nivel molecular. Los distintos patrones de 
mutaciones afectan al perfil inmunológico del tumor, así como al pronóstico y a la respuesta al 
tratamiento del paciente. Por ello, para estudiar el poder anti-tumoral de un protocolo de ACT 
basado en células NK alogénicas se estableció una colección de líneas celulares de CCR que 
representara la diversidad de dichos patrones (Tabla 4.1). 
 







KRAS BRAF PIK3 PTEN P53 
CaCo-2 MSS CIMP - wt wt wt wt E204X 
CoLo-201 MSS CIMP + wt V600E wt wt 
Y103F ó 
Y103pf*37 
CoLo-205 MSS CIMP + wt V600E wt wt 
Y103F ó 
Y103pf*37 




HCT-116 MSI CIMP + G13D wt H1047R wt wt 
HT-29 MSS CIMP + wt V600E P449T wt R273H 
LoVo  MSI CIMP - 
G13D 
A14V 
wt wt wt wt 
SKCO- 15 - - - - - - - 
SW620  MSS CIMP - G12V wt wt wt 
R273H 
P309S 
CIMP: del inglés, CpG Island Methylator Phenotype; MSI: del inglés, Microsatellite Inestability; 
MSS: del inglés, Microsatellite Stable; wt: fenotipo silvestre, del inglés wild type  
 
Además de las diferencias inherentes a cada tipo tumoral, los tumores pueden 
desarrollar mutaciones adquiridas por la presión terapéutica. Por ejemplo, son frecuentes las 
mutaciones que afecten a la vía de la apoptosis. Es por ello que también se estableció el cultivo 
de una línea de HCT-116 mutada (Tabla 4.2). 
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Tabla 4.2 Colección de líneas de CCR con deficiencias la vía de la apoptótica 
Línea celular Mutaciones en la vía de la apoptosis 
HCT-116 wt 
HCT-116 mut bax/bak-/- 
 
 
4.1.1    Establecimiento de los cultivos de las líneas celulares de CCR 
 A partir de los cultivos convencionales en placa (2D), se generaron esferoides (3D) que 
representaran la arquitectura de un tumor in vivo (Figura 4.1). Se utilizó el método de la gota 
colgante, con la adición de Methocell como agente viscosocante y scaffold (apartado 3.1.1.3).  
 
 La cinética de formación de los esferoides varió entre líneas celualres. Así,  CaCo-2, HCT-
116, HT-29 y DLD-1 formaron esferoides compactos en un tiempo de 48 h y un porcentaje del 
20% de Methocell. No obstante, se observaron distintas morfologías: las líneas celulares HCT-
116, HT-29 y DLD-1 dieron lugar a esferoides redondos, aunque el nivel de compactación de 
HCT-116 fue menor. Mientras, la línea CaCo-2 presentó una estructura tipo cluster.  
 
Por otro lado, las líneas celulares HCT-116 mut, LoVo, SKCo-15 y SW620 formaron 
esferoides tras 72 h de incubación y un porcentaje del 30% de Methocell. En estas condiciones, 
todos los esferoides resultaron compactos, salvo los generados por SW620. Esta línea celular 
formó un agregado fácilmente disociable que, tras aspiración, dio lugar a una dispersión de 
agregados de distinto tamaño. En cuanto a la morfología, todas resultaron en una estructura 
tipo masa donde, a diferencia de los esferoides de las líneas celulares HT-29 y DLD-1, no se 
observó un perímetro bien definido, lo que se asocia a la menor compactación del esferoide.  
 
Las líneas celulares Colo-201 y Colo-205 no formaron esferoide en ninguna de las 
condiciones anteriores, ni tampoco aumentando el tiempo de formación o la concentración de 
Methocell. En éstas se obtuvo un agregado celular fácilmente disociable que, tras aspiración, dio 
lugar a una suspensión monocelular. Es por ello que se seleccionaron las condiciones de menor 
tiempo y concentración de scaffold.  
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Figura 4.1A Morfología de los cultivos de las líneas de CCR en 2D. Los cultivos en 2D se establecieron  de 
modo convencional en placa. Los cultivos 3D se generaron a partir del método de la gota colgante con 
unas condiciones definidas para cada línea celular,  como se indica en materiales y métodos (apartado 
3.1.1.3). Se recogieron las imágenes de los cultivos establecidos a través de un sistema de cámara 








































Figura 4.1 BMorfología de los cultivos de las líneas de CCR en 3D. Los cultivos en 2D se establecieron  de 
modo convencional en placa. Los cultivos 3D se generaron a partir del método de la gota colgante con 
unas condiciones definidas para cada línea celular,  como se indica en materiales y métodos (apartado 
3.1.1.3). Se recogieron las imágenes de los cultivos establecidos a través de un sistema de cámara 
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4.1.2    Análisis de los ligandos de células NK en cultivos 2D y 3D 
 El efecto citotóxico de las células NK depende de la integración de señales a través de 
sus receptores de superficie. Por ello, diferencias en el patrón de expresión de los ligandos 
involucrados en la adhesión, activación e inhibición de las células NK se pueden asociar a una 
mayor o menor sensibilidad de las células tumorales al ataque de estas células efectoras. 
Además, la expresión de estos ligandos puede verse afectada por las condiciones de cultivo.  
 Para caracterizar el perfil de expresión de las líneas de CCR se realizó un fenotipado de 
las suspensiones monocelulares provenientes de cultivos en 2D y 3D, a través de citometría de 
flujo (Anexo 3). Se compararon las intensidades medias de fluorescencia (MFI; del inglés, Mean 
Fluorescence Intensity) entre las dos condiciones de cultivo y se analizaron las diferencias 
asociadas a la arquitectura 3D (test t de Student). Posteriormente, se clasificaron las líneas en 
función del nivel de expresión de los ligandos (alto, medio o bajo; Tabla 4.3 y Tabla 4.4). Debido 
a la complejidad en la interpretación del análisis estadístico (ANOVA de un factor), se tomó como 
referencia el mayor MFI para cada ligando. Se consideró que las líneas con MFI inferior al 25% 
del valor de referencia presentaban una baja expresión. Por el contrario, las líneas con un MFI 
superior al 75% presentaban una alta expresión. El resto de las líneas se clasificaron en un nivel 
medio. 
 
 En primer lugar, se estudió ICAM-1 como un ligando de adhesión que, al asociarse a 
LFA-1, permite la formación de la sinapsis inmunológica. En el cultivo en 2D, la línea celular HCT-
116 presentó un nivel de expresión alto; mientras que CaCo-2, Colo-201, Colo-205; HCT-116 
mut, HT-29 y SW620 presentaron niveles bajos. El cultivo en 3D supuso un incremento 
significativo en los niveles de ICAM-1 en la línea celular LoVo (Figura 4.2). 
 
 Posteriormente, se analizaron los ligandos de inhibición HLA-ABC y HLA-E, que se 
asocian a receptores KIR y NKG2A respectivamente. En cuanto a HLA-ABC, en condiciones de 
cultivo 2D, la línea celular HCT-116 mut presentó el mayor nivel de expresión; mientras que 
Caco-2, Colo-201, Colo-205, DLD-1, LoVo y SKCO presentaron niveles bajos. El cultivo en 3D 
supuso un descenso significativo en el nivel de HLA-ABC en las líneas celulares HCT-116, HCT-
116 mut, HT-29 y SW620 (Figura 4.2). En estas condiciones, sólo HCT-116 y HCT-116 mut se 
incluyeron en el grupo de nivel de expresión medio. En cuanto a HLA-E, todas las líneas celulares 
mostraron una expresión homogénea en ambas condiciones de cultivo (Figura 4.2). 
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 El ligando HLA-G puede señalizar tanto para activación como para inhibición a través de 
su unión a NKG2A. También en este caso se observó una expresión homogénea del ligando en 
ambas condiciones de cultivo (Figura 4.2).  
 
 En cuanto a los ligandos de activación, se analizó la expresión de MICA/B y los  ULBPs, 
que señalizan a través de NKG2D (Figura 4.2). El nivel de MICA/B se mantuvo bajo en todas las 
líneas celulares en condiciones de cultivo 2D. La conformación 3D supuso un incremento 
significativo de su expresión en Colo-201, HCT-116, SKCO-15 y SW620. De este modo, HCT-116 
y SKCO presentaron niveles altos de expresión y Colo-201 niveles medios; mientras que el nivel 
de SW620 se mantuvo en el rango bajo. El análisis de la expresión de los ULBPs se realizó 
mediante la detección de ULBP1, ULBP2/5/6, o su combinación. Los marcajes independientes 
revelaron una contribución similar de ambos al nivel total observado con la combinación (Anexo 
3). De este modo, la comparación entre líneas se realizó a partir del nivel total observado, donde 
los resultados mostraron una expresión homogénea entre las líneas celulares.   
 
 También se estudió la expresión de B7-H6, como ligando del receptor NKp30. En 
condiciones 2D, la línea celular Colo-201 mostró un nivel de expresión alto; mientras que las 
DLD-1 y SKCO-15 presentaron niveles bajos. Con el cultivo en 3D, tanto la línea celular HCT-116 
como SW620 alcanzaron niveles altos de B7-H6. Sin embargo, este incremento sólo resultó 
significativo para la línea HCT-116 (Figura 4.2). 
 
Por otro lado, tanto Nectina-2 como PVR se asocian al co-receptor DNAM-1. Por ello, se 
analizó el nivel de expresión de ambas de manera individual y combinada. Así, se observó que 
la mayor contribución al nivel de expresión total de los ligandos de DNAM-1 provenía de PVR 
(Anexo 3). A partir de estos niveles totales, se realizó la comparación entre las líneas celulares y 
las condiciones de cultivo (Figura 4.2). La línea celular HCT-116 mostró el mayor nivel de 
expresión; mientras las líneas celulares LoVo y SW620 mostraron niveles bajos. El cultivo en 3D 
supuso un descenso significativo en el nivel de HCT-116 mut, aunque la expresión se mantuvo 
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Taba 4.3 Nivel de expresión de los ligandos para checkpoints convencionales de las células NK 
Línea 
celular 




CaCo-2 - - - - - - - - - - - - + + + + 
CoLo-201 - - - - - - - - - + - - + + ++ - 
CoLo-205 - - - - - - - - - - - - + + + + 
DLD-1 + + - - - - - - - - - - + + - + 
HCT-116 ++ ++ + + - - - - - ++ - - + + + ++ 
HCT-116 
mut 
- - ++ + - - - - - - - - + + + - 
HT-29 - - + - - - - - - - - - ++ ++ + + 
LoVo  + ++ - - - - - - - - - - - - + + 
SKCO- 15 + + - - - - - - - ++ - - + + - + 
SW620  - - + - - - - - - - - - - - + ++ 
 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D 
Símbolo -: nivel de expresión bajo (color gris); Símbolo +: nivel de expresión medio (color verde); Símbolo 







































Figura 4.2 Expresión de los ligandos para checkpoints convencionales de las células NK. Se obtuvieron 
suspensiones monocelulares de los cultivos de CCR y se analizó de la expresión de los distintos ligandos 
mediante citometría de flujo, como se describe en materiales y métodos (apartado 3.3.3.1). En los 
diagramas de barras se muestra la MFI para los cultivos en 2D (blanco) y 3D (azul). Los datos representan 
la media±SEM de al menos 3 experimentos independientes. Se realizó el análisis estadístico test t de 
Student, donde * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.   
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Finalmente, se analizaron los ligandos de los receptores considerados checkpoints 
emergentes en células NK, dadao que su expresión y función se ha asociado tradicionalmente a 
los linfocitos T: PD-L1, PD-L2, HLA-II, Gal-9, CEACAM-1 y PS. 
 
PD-L1 y PD-L2 se asocian al receptor PD-1. La expresión de PD-L1, en condiciones de 
cultivo en 2D, fue media en todas las líneas celulares. El cultivo en condiciones 3D supuso un 
incremento significativo para CaCo-2 y HT29. La expresión de PD-L2 fue bastante homogénea en 
todas las líneas celulares, si bien los mayores valores se observaron en las líneas Colo-201 y 
SW620 en condiciones 3D. Sin embargo, el establecimiento de la arquitectura 3D supuso un 
incremento significativo del nivel de PD-L2 en la línea Colo-201 (Figura 4.3). 
 
El eje PD-1/PD-L1  cuenta con mAbs bloqueantes aprobados como una nueva alternativa 
en el tratamiento del cáncer, incluso ya en primera línea para algunos tipos tumorales (540). Sin 
embargo, el papel de otros ejes como el de TIM-3 o LAG-3 y sus ligandos están menos 
estudiados. Por ello, se seleccionaron 5 líneas representativas de CCR para estudiar el perfil de 
expresión.  
 
La molécula HLA-II se asocia al receptor LAG-3. Dentro de las líneas seleccionadas, sólo 
SKCO-15 expresó HLA-II. Para ésta, se observaron una población positiva que varió entre el 45-
100% en el cultivo en 2D, y entre el 57-100% en el cultivo en 3D (Figura 4.3). Esta población 
positiva presentó  una expresión dispersa en cuanto al nivel de intensidad.  
 
Por otro lado, las moléculas Gal-9, CEACAM-1 y PS se asocian al receptor TIM-3. Gal-9 
es una proteína secretada en forma soluble, por lo que su detección en las líneas de CCR se 
realizó a nivel intracelular. En los cultivos en 2D, las líneas celulares mostraron niveles de 
expresión medios. En el cultivo en 3D la línea celular DLD-1 aumentó significativamente la 
expresión de Gal-9, adquiriendo un nivel alto (Figura 4.3). En cuanto a CEACAM-1, el nivel de 
expresión fue medio en los cultivos en 2D de las líneas celulares CaCo-2 y HT-29. Además, el 
cultivo en 3D supuso un incremento significativo para ambas líneas, aunque en mayor medida 
para la línea HT29 (Figura 4.3). Mientras, el resto de las líneas celulares mantuvieron valores 
bajos. Además, para este ligando, la línea SKCO-15 presentó un patrón de expresión diferente. 
Independientemente de las condiciones de cultivo, se apreciaron dos poblaciones con mayor 
(20-40%) o menor (60-80%) intensidad de señal (Figura 4.3). En este caso, la primera de ellas fue 
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la seleccionada en la comparación con las otras líneas. Por último se analizó la expresión de PS, 
que presentó niveles altos en la línea Caco-2 y niveles bajos en la línea DLD-1. El cultivo en 
condiciones 3D supuso una mayor homogeneidad entre las líneas, con un descenso significativo 
en la expresión de las líneas CaCo-2 y HT-29 (Figura 4.3).  
 
 
Tabla 4.4 Nivel de expresión de los ligandos para checkpoints emergentes de las células NK 
Línea 
celular 
PD-L1 PD-L2 HLA-II Gal-9 CEACAM PS 
CaCo-2 + ++ + - - - + ++ + + ++ + 
CoLo-201 + + + ++         
CoLo-205 + + + +         
DLD-1 + + + + - - + ++ - - - - 
HCT-116 + + + + - - + + - - + + 
HT-29 + ++ + + - - + + + ++ ++ + 
LoVo  + + + +         
SKCO- 15 + + + + ++ + + ++ - - + + 
SW620  + + + ++         
 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D 2D 3D 
Símbolo -: nivel de expresión bajo (color gris); Símbolo +: nivel de expresión medio (color verde); Símbolo 





































Figura 4.3 Expresión de los ligandos para checkpoints emergentes de las células NK. Se obtuvieron 
suspensiones monocelulares de los cultivos de CCR y se analizó de la expresión de los distintos ligandos 
mediante citometría de flujo, como se describe en materiales y métodos (apartado 3.3.3.1). En los 
diagramas de barras se muestra la MFI para los cultivos en 2D (blanco) y 3D (azul). Los datos representan 
la media±SEM de al menos 3 experimentos independientes. Se realizó el análisis estadístico test t de 
Student, donde  * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. Se incluyen también los histogramas que muestran 
una determinación representativa del patrón de expresión característico de la línea SKCO-15 en 2D (línea 
continua) y 3D (línea punteada) frente al control FMO (del inglés, Fluorescence Minus One; gris). 
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4.1.3    Análisis de la sensibilidad a tratamientos de quimioterapia   
 Una de las características que define a los subgrupos de CCR es la presencia de errores 
en la maquinaria de reparación del DNA. Además, el estado MSI se ha asociado con la resistencia 
a los tratamientos de quimioterapia (541). El 5-FU es un fármaco que se incluye en la mayoría 
de los esquemas de quimioterapia frente al CCR, pero la tasa de respuesta en monoterapia es 
tan sólo de un 20%. Con el objetivo de conocer si la ACT basada en células NK alogénicas 
activadas es capaz de eliminar tumores con resistencia a los tratamientos convencionales, se 
determinó la sensibilidad de las líneas de CCR al efecto del 5-FU.  
 
 Se seleccionaron las 5 líneas de CCR que ya se han descrito en el (apartado 4.1.2): CaCo-
2, DLD-1, HCT-116, HT-29 y SK-CO15. Se expusieron a concentraciones crecientes de 5-FU 
durante 72 h y se determinó el porcentaje de supervivencia a través de Prestoblue® (Figura 4.4).  
 
 
Figura 4.4 Evaluación de la sensibilidad de las líneas de CCR al efecto del 5-FU. Se sembraron 5.000 
células por pocillo en una placa de 96 pocillos, y se añadieron concentraciones crecientes de 5-FU (0; 0,01; 
0,1; 1; 2,5; 5; 10; 50 y 100 µM) como se indica en materiales y métodos (apartado 3.2). Tras 72 h  se añadió 
el reactivo Prestoblue® para determinar la viabilidad celular, en base a la fluorescencia emitida respecto 
a la control. Los datos se integraron con el mejor ajuste de la curva de regresión no lineal y se determinó 
el IC,50. La gráfica representa la media ±SEM de al menos 3 experimentos independientes. Para comparar 
los IC50 se realizó el análisis estadístico ANOVA de un factor, donde ***p˂0,001.  
 
 La línea DLD-1 resultó ser la más resistente al tratamiento con 5-FU, cuyo IC50 (34,4 µM) 
fue estadísticamente superior al del resto de las líneas. Por el contrario, la línea SKCO-15 cuenta 
con el menor IC50 (2,1 µM). Este valor fue inferior al de las líneas CaCo-2 (5,7 µM; p<0,01) y HT-
29 (4,5 µM; p<0,01); pero no al de la línea HCT-116 (3,3 µM; p>0,05). 
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4.1.4    Discusión  
El CCR es una patología compleja, con distintos patrones de mutaciones en base a las 
que se clasifica en 4 subtipos moleculares: CMS1 o MSI inmune, CMS2 o canónico, CMS3 o 
metabólico y CMS4 o mesenquimal (apartado 1.4.2). Los modelos de estudio del CCR deben 
tener en cuenta esta heterogeneidad para proporcionar datos representativos de la situación 
clínica. De este modo, diversos trabajos han definido las características de las líneas celulares 
que se utilizan como modelo pre-clínico. Como resultado, estos estudios han determinado que 
las líneas celulares de CCR son capaces de reproducir la diversidad de los tumores primarios 
(542, 543).   
 
El panel de líneas celulares utilizado en este trabajo se distribuye entre los distintos 
subgrupos moleculares descritos. No obstante, existen variaciones en la clasificación en función 
de los estudios, probablemente debido al perfil de expresión génica que considera cada uno de 
ellos. Una de las clasificaciones se considera que dentro del grupo CMS1 se encuentran las líneas 
celulares Colo-201, Colo-205, DLD-1 y LoVo; dentro del grupo CMS3 se encuentran las línea 
celular HT-29; y finalmente, dentro del grupo CMS4 se encuentran las líneas celulares CaCo-2, 
HCT-116 y SW620 (538, 544). Mientras que otra engloba a la línea celular HCT-116 dentro del 
grupo CMS1 y deja sin clasificar la SW620, Colo-205 y HT-29 (545). No se dispuso de ninguna 
línea del subgrupo CMS2, cuyo estudio puede resultar interesante en futuros trabajos con el 
objetivo de valorar la ACT basada en células NK alogénicas activadas. Por otro lado, este panel 
también manifiesta la diversidad dentro de cada subgrupo. Por ejemplo, aunque el CMS1 suele 
estar definido por tumores MSI, las líneas Colo-201 y Colo-205 tienen un estado MSS. Por el 
contrario, los tumores CMS4 suelen estar definidos por un estado MSS, aunque la línea HCT-116 
tiene un estado MSI.  
 
En relación con los subgrupos moleculares, algunos trabajos han establecido una 
clasificación de las líneas celulares en función del nivel de mutación. Este nivel mutacional se 
asocia tanto al perfil MSI como a la presencia de otras mutaciones en la DNA polimerasa ε (POLE) 
(538, 542). Dentro del grupo de alta tasa de mutación se sitúan las líneas DLD-1> HCT-116> LoVo; 
y dentro del grupo de baja tasa de mutación se sitúan las líneas SW620> HT-29> Colo-201> Colo-
205. Por su parte, las líneas CaCo-2 y SKCO-15 no fueron incluidas en el estudio (542). Además, 
los cambios en la expresión génica han permitido agrupar, por sus similitudes, a los tumores 
CMS1/4 y CMS2/3 (543, 546). 
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Todos estos cambios a nivel del genoma y del epigenoma son responsables de la 
sobreexpresión o la disminución de ligandos para los receptores de las células NK. De hecho, 
como se explicará a continuación, estudios realizados sobre muestras de pacientes han 
detectado alteraciones asociadas a la zona tumoral respecto a la mucosa normal. No obstante, 
aunque las características intrínsecas a las líneas celulares puedan reproducir la diversidad de 
los tumores primarios, constituyen un modelo de estudio limitado a la hora de reproducir la 
fisiología del tumor. Por ello, se estableció un modelo 3D basado en esferoides a partir de los 
cultivos convencionales de las líneas de CCR. Este modelo también se ha aplicado en otros 
estudios recogidos en la literatura para caracterizar la biología o la sensibilidad de los cultivos 
3D a distintos tratamientos (501, 547-549). Aunque existe diversidad en cuanto a las 
metodologías empleadas para su generación, las características morfológicas de los esferoides 
descritos en los demás estudios reflejan las observadas en este trabajo. En general, se distinguen 
líneas con buena compactación (como DLD-1 o HT-29) o líneas que generan agregados poco 
compactos (como SW620 o Colo-205). Pero en realidad se distinguieron una variedad de grados 
de compactación y de morfologías entre las líneas del panel estudiado. El impacto de esta 
arquitectura sobre la expresión génica de las células tumorales ya ha sido descrito por en 
algunos estudios, especialmente en relación con la adquisición de un fenotipo metastásico (550-
553). Sin embargo, su efecto sobre la expresión de moléculas que regulan la inmunidad 
antitumoral, por ejemplo los ligandos de las células NK, es menos conocido.  
 
Dentro de las alteraciones encontradas en los pacientes con CRC se ha observado que 
se produce un incremento del ligando de adhesión ICAM-1 en el tejido tumoral frente a la 
mucosa (434). Además, la presencia de ICAM-1 se ha asociado a la infiltración linfocitaria (554); 
mientras que su pérdida se correlaciona con un peor pronóstico (555, 556). No obstante, algunos 
estudios han relacionado la expresión de ICAM-1 con la unión de las células tumorales al 
endotelio y, con ello, la metástasis (557, 558). En este trabajo, las líneas que tienen un perfil MSI 
(HCT-116, LoVo y DLD-1) son las que mostraron los mayores niveles de expresión, lo que se 
podría relacionar con una mayor infiltración inmunitaria, tal y como se ha descrito (554). 
 
En cuanto a los ligandos de inhibición, algunos estudios han revelado la disminución de 
HLA-I en los tumores de CCR, especialmente en los MSI (428). Siguiendo con los cultivos 
convencionales, las líneas HCT-116 mut, HCT-116, HT-29 y SW620 presentaron una expresión 
elevada de HLA-ABC; tal y como se muestra en Miyagi et al. para la línea HCT-116 (559). Entre 
ellas, las dos últimas líneas se corresponden con tumores MSS. Por el contrario, las líneas DLD-
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1, LoVo y SKCO-15 carecieron de HLA-ABC, como también se muestra en Miyagui et al. (559). En 
este caso, las líneas DLD-1 y LoVo se corresponden con tumores MSI que presentan mutaciones 
en la cadena β2- microglobulina (560). Por otro lado, la sobreexpresión de HLA-E y HLA-G en los 
tumores de CRC se correlaciona con un peor pronóstico (apartado 1.4.1.3). Los estudios 
observacionales han mostrado una mayor expresión de estas moléculas en tumores CMS1, pero 
también en los demás subgrupos moleculares (421). En este trabajo, e igual que se recoge en 
otros estudios in vitro, los niveles de HLA-E (439) y HLA-G (561) resultaron homogéneos entre 
las líneas, aunque parece ser bajo en comparción con el HLA-I clásico.  
 
Los ligandos de estrés celular MICA/B, que se unen a NKG2D, se han asociado al tejido 
tumoral de CCR y su expresión se ha correlacionado con un mejor pronóstico. Por otro lado,  los 
ULBPs, también ligandos de NKG2D, se han detectado en muestras de CCR, pero su impacto en 
el pronóstico de los pacientes no está tan claro (562, 563) . En relación lo observado por otros 
estudios sobre líneas de CCR ((562), en este trabajo se encontraron niveles bajos de MICA/B y 
los ULBPs en comparación con otros ligandos de activación como PVR. Entre ellos, e igual que se 
ha descrito para muestras de tumores primarios, el nivel de los ULBPs resultó más débil que el 
de MICA/B (562, 563), cuyo nivel también se vio incrementado con el cultivo en 3D para las 
líneas celulares HCT-116, SKCO-15 y SW620. Sin embargo, algunos estudios han observado que 
la localización de MICA/B es predominantemente intracelular (564). A través de vesículas, o por 
el proceso de shedding, estos ligandos pueden ser liberados por las células tumorales como 
mecanismo de evasión al ataque de las células NK (565). Así, algunos estudios para otros tipos 
de cáncer han asociado el nivel bajo de ligandos solubles con un mejor pronóstico (432). No 
obstante, en este trabajo no se ha evaluado el nivel de expresión intracelular o su liberación al 
medio.  
 
La molécula B7-H6 también se ha encontrado asociada a los tejidos transformados, 
mientras que no se ha observado expresada en tejido sano (566). De hecho, se ha relacionado 
con el desarrollo y progresión tumoral en varios tipos de tumores  (567) y se ha valorado como 
una diana a la que dirigir terapias basadas en CAR (568). En este sentido, distintas publicaciones 
han mostrado su expresión extracelular en diversas líneas tumorales (566), y en este trabajo se 
detectó en todo el panel de líneas de CCR.  
 
Por su parte, los ligandos para el receptor de co-estimulación DNAM-1 y el de co-
inhibición TIGIT, se han detectado sobreexpresados en varios tipos tumorales como el CCR, y se 
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correlacionan con la progresión tumoral y un peor pronóstico (569, 570). Del mismo modo que 
reportaron Zhang et al., las líneas celulares de CCR presentan altos niveles de CD155, mientras 
que el nivel de CD112 suele ser menor. No obstante, en contra a lo observado en este trabajo, 
identificaron una alta expresión de CD112 en la línea Colo-205 (562). Por otro lado, el cultivo en 
condiciones 3D supuso una disminución significativa del nivel de estos ligandos en la línea celular 
HCT-116 mut, apreciándose así diferencias con su homóloga wt.  
 
La introducción de nuevos mAbs dirigidos frente a checkpoints emergentes ha 
convertido en un aspecto clave la caracterización de sus ligandos entre los distintos tumores. El 
CCR, concretamente, presenta distinto inmunofenotipo entre los 4 subgrupos moleculares 
(546). De hecho, los tumores CMS1 y CMS4 son los que se caracterizan por una mayor infiltración 
inmune. Pero son los tumores CMS1 los asociados a una respuesta Th1. En ese contexto, se han 
detectado linfocitos infiltrantes que expresan PD-1 y, por tanto, son susceptibles de ser tratados 
con los mAbs inhibidores del eje PD-1/PD-L1 (419). En este trabajo, en los cultivos en condiciones 
2D, las líneas CaCo-2 y HCT-116 expresaron los mayores niveles de PD-L1. Estos resultados 
concuerdan con lo observado por Grenga et al. (571), donde la línea CaCo-2 superaba el nivel de 
expresión de las líneas Colo-205, HT-29 y SW620. Por otro lado, el cultivo en condiciones 3D 
supuso el incremento de PD-L1 en las líneas CaCo-2 y HT-29. En este sentido, algunos estudios 
basados en muestras de pacientes han correlacionado la expresión de PD-L1 con la infiltración 
linfocitaria, el estado MSI, las mutaciones en BRAF y tumores con rasgos indiferenciados 
(CMS1/4) (572, 573). Así, la línea HCT-116 presenta un estado MSI; y la línea HT-29 mutaciones 
en BRAF. Esta característica de la línea HT-29 resulta interesante ya que se escapa al patrón 
normal de los tumores CMS3, que cuentan con mutaciones en KRAS. No obstante, existen datos 
que asocian el genotipo MSS/BRAF mut a tumores muy agresivos y con mal pronóstico (574). 
Por otro lado, se ha visto que el cultivo en 3D genera cambios en la expresión de distintos genes 
en diversas líneas de CCR (547). Uno de estos cambios implica una mayor señalización a través 
de la vía MAPK. Si bien la sobreexpesión de PD-L1 está inducida por mutaciones en BRAF (575), 
esta mayor señalización a través de la vía MAPK en la línea HT-29 podría explicar el aumento de 
la expresión de PD-L1 en condiciones 3D. Sorprendentemente, la línea CaCo-2 presenta 
estabilidad cromosómica (MSS) y un fenotipo de KRAS y BRAF wt. Además, el cultivo en 
condiciones 3D promueve su diferenciación a un fenotipo epitelial, aunque en cultivos de más 
de 6 días (576, 577). Del mismo modo, ninguna de las líneas clasificadas en el grupo CMS1 
expresaron altos niveles de PD-L1. No obstante, la sobreexpresión de PD-L1 en los tumores está 
regulada por algunos factores del microentorno, como el IFN-ɣ liberado por los linfocitos 
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infiltrantes (578, 579).  Esto explicaría las diferencias en la expresión de PD-L1 encontradas en 
los distintos subgrupos de CCR con distinto inmunofenotipo; así como los resultados que se 
encontraron en los cultivos in vitro, en ausencia de otras poblaciones inmunes que modulen a 
las células tumorales. En cuanto a PD-L2, inicialmente las muestras de biopsias asociaron su 
expresión a macrófagos y DCs más que a las células tumorales. Sin embargo, también se ha 
encontrado en muestras tumorales de pacientes de CCR, identificando a un grupo de mal 
pronóstico. Además, su sobreexpresión también se ha asociado al efecto del IFN-ɣ (579).  Por 
ello, no resulta extraño el perfil homogéneo que se observó en su expresión en las líneas de CCR.    
 
Otro de los ejes propuestos en el campo de la inmunoterapia es el de LAG-3 y sus 
ligandos, como el HLA-II. El HLA-II se ha visto sobreexpresado por algunos tumores de CRC en 
comparación con los adenomas y la mucosa normal (580).  Además, su disminución se ha 
asociado a escape tumoral y a un peor pronóstico (580, 581). En el estudio de Sconocchia et al. 
(580) también se caracterizó la expresión de HLA-II en varias líneas celulares de CCR, como HCT-
116 y HT-29, que en condiciones basales no mostraron expresión del ligando. Igualmente, en 
nuestro trabajo, la línea SKCO-15 fue la única que expresó HLA-II. Al estudiar el mecanismo que 
lleva a la pérdida de HLA-II, especialmente en tumores y líneas celulares MSI, el estudio de 
Michel et al. identificó la presencia de mutaciones en algunos los genes que regulan su expresión 
(582).  
 
Finalmente, el eje TIM-3 y sus ligandos también contribuyen a la actividad antitumoral 
de las células efectoras. Concretamente, Gal-9 constituye uno de los principales ligandos de este 
receptor. En el CCR la expresión de Gal-9 se ha asociado a buen pronóstico (583).  Sin embargo, 
también está relacionada con el escape al sistema inmune (584, 585),  aunque el efecto que 
tiene sobre las células NK no está claro. De hecho, se ha encontado que la interacción de Gal-9 
con TIM-3 puede inducir la liberación de IFN-ɣ (586), pero también disminuir su capacidad 
citotóxica (587).  Por otro lado, existen estudios acerca del patrón de expresión de otras 
galectinas (1, 3 y 8) en líneas de CCR (588), pero no acerca de Gal-9. En este trabajo se observó 
una tendencia hacia una mayor expresión de Gal-9 intracelular en los cultivos en 3D, aunque 
sólo fue significativa para la línea HT-29. Este incremento puede estar debido a una menor 
liberación de la molécula soluble al medio extracelular y su consiguiente acumulación en el 
citosol. Por su parte, el marcaje de Gal-9 como proteína de membrana resultó negativo para 
todas las líneas (Anexo 3).  
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Otro ligando para el receptor TIM-3 es CEACAM-1. Algunos estudios han observado que 
la expresión de CEACAM-1 disminuye en el tejido tumoral de pacientes con CRC respecto a la 
mucosa normal (589). Además, esta proteína actúa como un regulador de la proliferación y 
progresión tumoral (589). De hecho, su posterior sobreexpresión está asociada a metástasis 
(590, 591). En este trabajo, los mayores niveles de expresión de CEACAM-1 se correspondieron 
con las líneas CaCo-2 y HT-29, que también se vieron incrementados con el cultivo en 3D. En el 
caso de la línea CaCo-2, el cultivo en 3D promueve su diferenciación hacia características 
epiteliales, por lo que la sobreexpresión de CEACAM-1 puede estar vinculada a este fenómeno. 
Sin embargo, en el caso de la línea HT-29 puede estar asociado a un fenotipo con mayor 
capacidad de invasión. De hecho en un estudio realizado por Luca et al. se ha demostrado que 
los esferoides de la línea HT-29 poseen una capacidad de invasión superior a los de las líneas 
Colo-205> LoVo> DLD-1> CaCo-2 (501).   
 
También dentro de los ligandos de TIM-3, algunos tumores como el melanoma, 
neuroblastoma o carinoma gástrico, han mostrado expresar PS en la cara externa de la 
membrana plasmática debido al entorno de estrés (hipoxia, ROS y acidez) (213, 592, 593). Esta 
expresión anómala se ha asociado a un aclaramiento defectuoso por parte de los macrófagos, 
así como a un efecto de inhibición de las células efectoras (213, 594).  Los resultados de este 
trabajo mostraron una expresión homogénea entre las distintas líneas estudiadas. Por otro lado, 
en la literatura está descrito que la detección de PS es sensible al efecto de la tripsina utilizada 
para levantar las células adherentes (213). No obstante, el protocolo utilizado para levantar las 
células adherentes utilizadas para el marcaje de PS fue el mismo que el empleado en los ensayos 
de citotoxicidad, donde se observó un correcto marcaje tras la unión de la proteína Anexina-V-
FITC.  
 
En este sentido conviene puntualizar que, al igual que se ha descrito para la PS, el 
procedimiento de levantamiento y disgregación celular podría afectar a la detección de los 
demás ligandos de superficie. Para evitar que el resultado se viera afectado por el efecto de la 
tripsina, se monitorizó el tiempo de incubación a partir del cual se detectaba una disminución 
del nivel de expresión. Aunque este tiempo varió en función del ligando, se fijó un tiempo 
máximo de 10 min para cada incubación. 
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Ya al margen de los cambios fenotípicos en las células tumorales, el patrón mutacional 
del CCR tiene una implicación en la sensibilidad a los tratamientos de quimioterapia. De hecho, 
se ha observado que los pacientes con tumores MSI no responden al tratamiento con 5-FU (595). 
Y estos mismos resultados se han encontrado al analizar in vitro distintas líneas de CCR (541, 
596). Otro de los factores que se ha evaluado en la literatura como condicionante de la respuesta 
a 5-FU es el estado de p53. Sin embargo, aunque en algunos contextos parece haber una relación 
entre el fenotipo mutado y una peor respuesta tal tratamiento, existe disparidad en los 
resultados sin haberse llegado a un consenso (597-599). Finalmente, algunos estudios con líneas 
celulares también han relacionado la respuesta a la exposición a largo plazo de 5-FU con el 
estado de  bax, Bcl-2 y Bcl-xL,(597)  pero son unas condiciones que no se han evaluado en este 
trabajo. Por el contrario, se evaluó la sensibilidad de 5 líneas de CCR expuestas a 5-FU durante 
72 h. Según este ensayo, la línea más resistente fue la DLD-1, seguida de la línea CaCo-2, HT-29, 
HTC-116 y SKCO-15. Tal y como se recoge en el estudio de Bracht et al., las líneas DLD-1, HT-29 
y HCT-116 se corresponden con líneas resistentes al tratamiento con 5-FU; observando el mismo 
patrón de respuesta que en este trabajo. Por su parte, las líneas CaCo-2 y SKCO-15 no fueron 
evaluadas previamente (541).  
 
Aunque en este trabajo no se evaluó la toxicidad del 5-FU en el modelo esferoide, otros 
estudios apoyan la hipótesis de que las condiciones de cultivo tienen un impacto en la 
sensibilidad a los fármacos. De hecho, desde un nivel teórico, la sensibilidad al antimetabolito 
5-FU debería disminuir en condiciones 3D. En esta arquitectura disminuye la tasa de replicación 
y las zonas donde de división celular se restringen a las capas superficiales (548).  Así, según 
estos estudios, mientras que la línea HCT-116 mantuvo un EC50 similar, las líneas HT-29, SW620 
y su emparejada SW640, aumentaron la resistencia en el modelo 3D (548, 549).  Además, 
también se describe un efecto interesante del 5-FU en la cohesión de los esferoides (549).  
 
Por lo tanto, se ha comprobado que tanto las características moleculares asociadas a 
cada línea celular, como las condiciones de cultivo, generan diferencias en el fenotipo y la 
sensibilidad a tratamientos que pueden afectar a la eficacia de la ACT basada en células NK 




RESULTADOS Y DSCUSIÓN 
 
124 
4.2 Evaluación de la sensibilidad de las líneas celulares de CCR ataque de las células 
NK alogénicas 
 
4.2.1    Estudio de citotoxicidad frente a cultivos 2D  
Con el objetivo de determinar la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas, se 
realizó un primer ensayo que comparaba la actividad de las células NK recién purificadas o tras 
una activación “estándar” con la línea estimuladora R69. Se seleccionaron 3 líneas celulares 
diana en base a sus diferencias en el patrón de mutaciones (CaCo2, HCT-116 y HT-29) y se 
enfrentaron a un ratio efector:diana bajo (1:1), así como a un ratio alto (6:1). En todos los casos 
se analizó la muerte basal sin células NK, tal y como se indica en la Figura 4.5.  
 
 
Figura 4.5 Estrategia de selección para un ensayo de citotoxicidad en 2D mediante citometría de flujo. 
En la figura se muestra un ejemplo representativo de la estrategia de análisis del ensayo de citotoxicidad 
de A) las células de CCR solas y B) enfrentadas a células NK previamente marcadas con la sonda 
fluorescente eFluor 670. Se seleccionó una región (R) con la población de células negativa para el marcaje 
de la sonda y se analizó su expresión de PS (Anexina-V-FITC+) y la permeabilización de la membrana 
plasmática (7-AAD+) a través de citometría de flujo.  
 
 
Teniendo en cuenta los dos ratios de ensayo considerados, se observó que las células 
NK que no habían sido activadas no eran capaces de eliminar a las células de CCR (Figura 4.6). 
Sin embargo, la activación incrementó el potencial citotóxico de las células NK. Así, las células 
NK activadas fueron capaces de inducir la muerte de las líneas celulares de CCR, incluso a un 
ratio efector:diana bajo (1:1), con la que se alcanzó un 30-40% de muerte celular. Además, se 
observó que a  un ratio efector:diana alto se alcanzaban mayores niveles de muerte celular, 
entorno al 50-60%. 
 
 











Figura 4.6 Citotoxicidad de células NK alogénicas frente a líneas celulares de CCR en 2D. Se partió de los 
PBMCs purificados directamente de sangre periférica, o activados mediante el co-cultivo con la línea 
estimuladora R69 durante 5-7 días. Se enriqueció la población de células NK recién aisladas (nNK) o 
activadas (aNK)  a través de MACS, y se llevó a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente se 
incubaron con las células de CCR sembradas en 2D durante 4 h, a un ratio efector:diana bajo (1:1) o alto 
(6:1). La muerte celular se analizó por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en la 
membrana externa (anexina-V) y la permeabilización de la membrana (7-AAD) en la población negativa 
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la 
media±SEM de al menos 4 donantes independientes, tras restar los respectivos controles de muerte 
celular sin células NK, donde la muerte celular fue siempre <15%. Se realizó el análisis estadístico test t de 
Student, donde  ** p<0.01, *** p<0.001.   
 
Posteriormente, las células NK activadas se enfrentaron al panel de líneas celulares de 
CCR a varios ratios efector:diana (0,5:1, 1:1, 3:1 y 6:1). Tras analizar la muerte en la población 
tumoral, se observaron distintos patrones en la sensibilidad (Figura 4.7). Se consideró que un 
porcentaje de muerte celular <20% era indicador de resistencia.  
 
Según los resultados obtenidos, todas las líneas celulares fueron susceptibles a la 
actividad citotóxica de las células NK, aunque se observaron diferencias entre ellas. La línea 
celular CaCo-2 mostró un perfil prácticamente plano, con un porcentaje de muerte entorno al 
35%-45%. Por otro lado, la línea celular Colo-201 mostró resistencia hasta el ratio efecor:diana 
3:1. Sin embargo, a partir de esta condición, la sensibilidad aumentó de forma dependiente del 
ratio hasta alcanza el 45% de muerte. A pesar de ser líneas celulares emparejadas, la línea celular 
Colo-205 presentó un patrón distinto. En este caso se observó una buena correlación entre el 
porcentaje de muerte y el ratio de células NK. De este modo, mostró una mayor sensibilidad a 
ratios efector:diana bajos (1:1). Y a partir de esta condición, alcanzó  los mismos valores de 
muerte que la línea celular Colo-201. Este mismo patrón se observó para las líneas celulares 
SW620, LoVo, SKCO-15, HCT-116 y HT-29. En el caso de las dos primeras, alcanzaron una muerte 
entorno al 50-55% al mayor ratio efector:diana considerado. Mientras, la línea celular    SKCO-
15 alcanzó una muerte del 60%, y las líneas celulares HCT-116, HT-29 lo superaron. Frente a este 
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perfil, la línea celular DLD-1 mostró  porcentajes de muerte altos (>60%) desde la menor 
condición efector:diana considerada, alcanzando un plató en la muerte celular entorno al 80%.  
 
Figura 4.7 Citotoxicidad de células NK alogénicas activadas frente a líneas celulares de CCR en 2D. Los 
PBMCs se activaron mediante el co-cultivo con la línea estimuladora R69 durante 5-7 días.  La población 
de células NK se enriqueció a través de MACS y se llevó a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. 
Seguidamente, se incubaron con las células de CCR sembradas en 2D durante 4 h, a distintos ratios 
efector:diana. La muerte celular se analizó por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en 
la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilización de la membrana (7-AAD) en la población negativa 
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la 
media±SEM de al menos 4 donantes independientes, tras restar los respectivos controles de muerte 
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 A partir de los datos anteriores, las líneas celulares de CCR se ordenaron de menor a 
mayor sensibilidad en base a tres criterios: el porcentaje de muerte celular medio a ratio 
efector:diana 1:1; el porcentaje de muerte celular medio a ratio efector:diana 6:1; o del valor 
EC50, que representa el ratio efector:diana que induciría la muerte del 50% de las células diana 
del cultivo.  
  
 Se observó que las líneas celulares Colo-201 y Colo-205 eran más resistentes en todas 
las condiciones. Además, la línea CaCo-2 también mostró mayor resistencia a ratios 
efector:diana mayores de 1:1. Por otro lado, las líneas celulares DLD-1 y HT-29 resultaron las 
más sensibles. Mientras que SKCO-15, HCT-116, SW620 y LoVo presentaron una sensibilidad 
media, similar entre ellas. Aun así, las líneas celulares SKCO-15 y HCT-116 resultaron más 










Figura 4.8 Sensibilidad de las líneas de CRC al ataque de las células NK en modelo 2D. Las células NK 
activadas se enfrentaron a las líneas celulares de CRC a distintos ratios efector:diana y se analizó la muerte 
celular por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en la membrana externa (Anexina-V) y 
la permeabilización de la membrana (7-AAD). Las líneas celulares se ordenaron de menor a mayor 
sensibilidad en base al porcentaje de muerte medio de cada una de las línea a ratio efector:diana (1:1) y 
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4.2.2     Estudio de citotoxicidad frente a cultivos 3D 
Al igual que en el cultivo 2D, la capacidad anti-tumoral de las células NK frente a 
esferoides de CCR se valoró utilizando células NK recién purificadas o tras una activación 
“estándar” con la línea estimuladora R69. Se estudiaron las mismas líneas celulares que en el 
caso anterior (CaCo2, HCT-116 y HT-29), y se enfrentaron a un ratio efector:diana bajo (1:1) o 
alto (6:1).  Del mismo modo que en ensayo en 2D, los controles mostraron una muerte basal 
<15% (Figura 4.9). 
 
 
Figura 4.9 Estrategia de selección para un ensayo de citotoxicidad en 3D mediante citometría de flujo. 
En la figura se muestra un ejemplo representativo de la estrategia de análisis del ensayo de citotoxicidad 
de A) las células de CCR solas y B) enfrentadas a células NK previamente marcadas con la sonda 
fluorescente eFluor 670.. Se seleccionó una región (R) con la población de células negativa para el marcaje 
de la sonda y se analizó su expresión de PS (Anexina-V-FITC+) y su permeabilización de membrana 
plasmática (7-AAD+) a través de citometría de flujo. 
 
 
 En este caso se observó que algunos donantes eran capaces de inducir la muerte de los 
esferoides de las líneas celulares CaCo-2 y HT-29 tras 48 h de co-incubación, tanto a ratio 
efector:diana bajo como a ratio alto; mientras que la eliminación de la línea HCT-116 requirió la 
activación de las células NK. Además, la activación supuso un incremento de capacidad citotóxica 
de las células NK frente a los esferoides de las tres líneas de CCR. A un ratio efector:diana bajo 
(1:1), este incremento no fue tan evidente, pero sí se observó una homogeinización en el nivel 
de muerte celular inducido por las células NK activadas de los distintos donantes. A un ratio 
efector:diana alto (6:1), los niveles de muerte celular resultaron mayores que los obtenidos con 
las células NK recién aisladas. Sin embargo, este incremento sólo resultó significativo frente a 
los esferoides de la línea celular HCT-116, probablemente debido a la dispersión de los datos 
(Figura 4.10). 
 





Figura 4.10 Citotoxicidad de células NK alogénicas frente a líneas celulares de CCR en 3D. Se partió de 
los PBMCs purificados directamente de sangre periférica, o activados mediante el co-cultivo con la línea 
estimuladora R69 durante 5-7 días. Se enriqueció la población de células NK recién asiladas (nNK) o 
activadas (aNK)  a través de MACS, y se llevó a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente se 
incubaron con esferoides de las líneas celulares de CCR durante 48 h, a un ratio efector:diana bajo (1:1) o 
alto (6:1). La muerte celular se analizó por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en la 
membrana externa (Anexina-V) y la permeabilización de la membrana (7-AAD) en la población negativa 
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en material y métodos. Los datos representan la 
media±SEM de al menos 4 donantes independientes tras restar los respectivos controles de muerte 
celular sin células NK, donde la muerte celular fue siempre <15%. Se realizó el análisis estadístico test t de 
Student, donde  *** p<0.001.   
 
 
A continuación, las células NK activadas se enfrentaron a los esferoides del panel de 
líneas celulares de CCR a distintos ratios efector:diana (1:1, 3:1 y 6:1), y se observaron los 
distintos patrones de sensibilidad al ataque de las células NK (Figura 4.11). De manera paralela 
a lo observado en condiciones 2D, la línea CaCo-2 presentó un perfil de muerte bastante 
homogéneo entre los ratios estudiados, entorno al 40-60%. Por el contrario, el resto de las líneas 
celulares presentaron mayores diferencias entre ratios. Pese a ser líneas celulares emparejadas, 
la línea celular Colo-201 mostró mayor resistencia a ratios bajos de células NK que la línea celular 
Colo-205. No obstante, ambas alcanzaron el 80% de muerte al ratio efector:diana 6:1. Por su 
parte, la línea celular DLD-1 mostró un comportamiento similar a la línea celular  Colo-205, 
alcanzando un alto porcentaje de muerte (80%) a un ratio efector:diana bajo (1:1). Sin embargo, 
otras líneas celulares necesitaron mayores ratios de células NK para alcanzar este nivel de 
muerte. Así, las líneas celulares  SCKO-15 y SW620 llegaron al 80% de muerte a ratio 
efector:diana 3:1; mientras que la línea LoVo necesitó un ratio 6:1. Por su parte, la línea celular 
HT-29 solo alcanzó el 60% de muerte; y la línea celular HCT-116 el 40%.  
 
 





Figura 4.11 Citotoxicidad de células NK alogénicas activadas frente a líneas celulares de CCR en 3D. Los 
PBMCs se activaron mediante el co-cultivo con la línea estimuladora R69 durante 5-7 días.  La población 
de células NK se enriqueció a través de MACS y se llevó a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. 
Seguidamente, se incubaron con los esferoides de las  células de CCR durante 48 h, a distintos ratios 
efector:diana. La muerte celular se analizó por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en 
la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilización de la membrana (7-AAD) en la población negativa 
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la 
media±SEM de al menos 4 donantes independientes, tras restar los respectivos controles de muerte 
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 Igual que en el modelo 2D, las líneas celulares se ordenaron de menor a mayor 
sensibilidad en función del porcentaje celular medio a ratio efector diana 1:1 o 6:1, y el valor 
EC50. Se excluyeron las líneas celulares Colo-201 y Colo-205 por no llegar a formar un esferoide 
compacto. 
 
 En este caso se observó que las líneas celulares HCT-116 y HT-29 eran las más resistentes 
en todas las condiciones, frente a lo observado anteriormente en 2D. Además, tal y como se ha 
descrito en el modelo 2D, la línea CaCo-2 mostró mayor resistencia al considerar ratios 
efector:diana mayores que 1:1. Por otro lado, la línea celular DLD-1 también resultó la más 
sensible en este modelo. Mientras que las SW620, SKCO-15 y LoVo mostraron una sensibilidad 











Figura 4.12 Sensibilidad de las líneas de CRC al ataque de las células NK en modelo 3D. Las células NK 
activadas se enfrentaron a las líneas celulares de CRC a distintos ratios efector:diana y se analizó la muerte 
celular por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en la membrana externa (Anexina-V) y 
la permeabilización de la membrana (7-AAD). Las líneas celulares se ordenaron de menor a mayor 
sensibilidad en base al porcentaje de muerte medio de cada una de las línea a ratio efector:diana (1:1) y 
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A la vista de estos resultados, la línea HCT-116 presentó especial interés por su 
resistencia relativa en el modelo 3D.  Por ello, en colaboración con el grupo del Dr. Ignacio 
Ochoa, se estudió la interacción entre los esferoides de esta línea (transfectada con GFP) y las 
células NK a través de microscopía de fluorescencia (Figura 4.13). Únicamente las células NK 
activadas disminuyeron drásticamente el tamaño del esferoide tras 96 horas de co-cultivo, a un 
















Figura 4.13 Citotoxicidad de células NK alogénicas frente a esferoides de HCT-116-GFP. Se partió de los 
PBMCs purificados directamente de sangre periférica, o activados mediante el co-cultivo con la línea 
estimuladora R69 durante 5-7 días. Se enriqueció la población de células NK recién aisladas (nNK) o 
activadas (aNK)  a través de MACS, y se llevó a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente se 
incubaron con esferoides de la línea HCT-116-GFP durante 96 h, a un ratio efector:diana 9:1. Se monitorizó 
la evolución del área del esferoide mediante microscopía de fluorescencia tras diferentes tiempos. En la 
figura se observan los esferoides de las células HCT-116 (verdes), (A) frente a células NK (rojas)  recién 
aisladas, (B) células NK activadas y (C) como control sin células NK. Se determinó el área relativa de cada 
esferoide enfrentado a (D) células NK recién aisladas o (E) activadas. Los datos representan 3 donantes 
independientes (D1-D3). 
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 Se planteó entonces el estudio de distintos ratios efector:diana, de forma análoga al 
análisis realizado por citometría de flujo. Así, distintos esferoides individuales se enfrentaron a 
ratios (3:1, 6:1 y 9:1) de las células NK de un mismo donante (Figura 4.14). Como se ha explicado 
anteriormente, la incubación con un ratio 9:1 produjo una disminución del área relativa del 
esferoide en un 40-60% durante las primeras 24 horas. Además, se alcanzó la eliminación 
prácticamente completa del mismo tras 96 horas. Sin embargo, al disminuir el ratio de células 
NK, se observó sólo una ligera disminución del área relativa en las primeras 24-48 h, 
especialmente a ratio 6:1. En estas condiciones, y tras 96 h de incubación, los esferoides 













Figura 4.14 Citotoxicidad de células NK alogénicas frente a esferoides de HCT-116-GFP. Los PBMCs se 
activaron mediante el co-cultivo con la línea estimuladora R69 durante 5-7 días.  Se enriqueció la 
población de células NK activadas (aNK)  a través de MACS, y se llevó a cabo su marcaje con la sonda 
eFluor 670. Seguidamente se incubaron con esferoides de la línea HCT-116-GFP durante 96 h, a distintos 
ratios ratios efector:diana. Se monitorizó la evolución del área del esferoide mediante microscopía de 
fluorescencia tras diferentes tiempos. En la figura se observan los esferoides de las células HCT-116 
(verdes), (A) en ausencia de células NK (rojas),  o en presencia de estas células a ratio (B) 3:1; (C) 6:1 y (D) 
9:1, tras 96 h de co-incubación. Se determinó el área relativa de cada esferoide enfrentado a los 
respectivos ratios (D, E, F). Los datos representan 3 donantes independientes (D1-D3).  
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Además, en la (Figura 4.15) también se puede observar la presencia de células NK dentro 
del área del esferoide. No obstante, este fenómeno mostró una relación inversa al ratio 
efector:diana. Para estudiar la infiltración de las células NK, se fijaron varios esferoides a 
distintos tiempos del co-cultivo, con un ratio efector:diana 3:1. El análisis por microscopía 
confocal (Figura 4.15) reveló la presencia de células NK infiltrantes tras 24 horas. Aunque estas 
células también aparecieron a las 48 y 72 horas, su número fue inferior al observado a tiempos 
cortos. De hecho, tras las 96 h de incubación, la mayoría de las células NK se encontraron en la 
periferia del esferoide.   
 
 
Figura 4.15 Infiltración de células NK activadas en esferoides tumorales. Las células NK activadas y 
marcadas con la sonda eFluor 670 se incubaron con esferoides de la línea HCT-116-GFP a un ratio bajo 
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4.2.3    Co-relación entre la sensibilidad de las líneas de CCR y la expresión de ligandos 
Tras haber clasificado a las líneas celulares de CCR se clasificaron en función de su 
sensibilidad al ataque de las células NK (Apartados 4.2.1 y 4.2.20),   se estudió la correlación entre 
la sensibilidad de las líneas celulares y el nivel de expresión de ligandos para las células NK 
(Figura 4.16 A1; 4.17 B1) o la presencia de mutaciones características del CCR (Figura 4.16 A2; 
417.B2). Los valores positivos del coeficiente r indicaron una correlación directa entre los 
parámetros; mientras que los valores positivos indicaron una correlación inversa.  
 
Así para el cultivo en 2D, el incremento en la expresión ICAM-1, ULBPs y PVR/Nectina-
2; o la presencia de mutaciones en MMR, KRAS o PI3K presentaron una correlación directa con 
la sensibilidad. Por otro lado, incremento de la expresión de HLA-E, HLA-G, MICA/B, B7-H6, PD-
L1, PD-L2, PS, Gal-9 y CEACAM-1; o la presencia de mutaciones en BRAF o p53 presentaron una 
correlación inversa. Mientras tanto, HLA-ABC y HLA-II presentaron un nivel de correlación 
cercano o igual a cero. No obstante, el análisis estadístico sólo reveló una dependencia de la 






















Figura 4.16A. Correlación entre la sensibilidad a las células NK y las características de las líneas de CCR 
en 2D. Las líneas de CCR se ordenaron en función de su sensibilidad a la citotoxicidad inducida por las 
células NK y se estudió su correlación con A.1) la expresión de ligandos para estas células o A.2) sus 
características mutacionales. Los datos indican el nivel de correlacion calculado a través del coeficiente 
de Pearson o Sepearman, donde *p<0,05 
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Por su parte, para el cultivo en 3D, el incremento en la expresión de PD-L2, Gal-9, HLA-
II y CEACAM-1; o las mutaciones en MMR, KRAS o p53 presentaron una correlación directa con 
la sensibilidad. Por otro lado, el incremento en la expresión de HLA-ABC, HLA-E, HLA-G, MICA/B, 
ULBPs, PVR/Nectina-2, PD-L1 y PS; o las mutaciones en BRAF y PI3K presentaron una correlación 
inversa. Mientras tanto, ICAM-1 presentó un nivel cercano a cero. En este caso, el análisis 
estadístico reveló una dependencia de la sensibilidad a las células NK con el nivel HLA-ABC, PD-

















































Figura 4.17B. Correlación entre la sensibilidad a las células NK y las características de las líneas de CCR 
en 3D. Las líneas de CCR se ordenaron en función de su sensibilidad a la citotoxicidad inducida por las 
células NK y se estudió su correlación con B.1) la expresión de ligandos para estas células o B.2) sus 
características mutacionales. Los datos indican el nivel de correlacion calculado a través del coeficiente 
de Sepearman, donde *p<0,05. 
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4.2.4    Estudio de la degranulación de las células NK 
Después de comprobar las diferencias en la citotoxicidad inducida por las células NK, se 
quiso estudiar su posible relación con el porcentaje de células NK activadas que degranulan 
ante la presencia de las células tumorales. Se seleccionaron las líneas celulares CaCo-2, DLD-1, 
HCT-116, HT-29 y SKCO-15 como células diana. El análisis de la expresión del marcador lisosomal 
CD107a, a través de citometría de flujo, reveló porcentajes de degranulación similares frente a 
todas las líneas celulares (Figura 4.18). Tras restar el porcentaje de degranulación basal, se 
encontraron valores comprendidos entre el 35-45% de células NK con marcaje para CD107a en 
la membrana. A pesar de que el porcentaje de células NK activas frente a cada una de las dianas 
tumorales fue similar,  se encontraron diferencias en el nivel de muerte celular inducida por el 
mismo ratio de células efector:diana  que el utilizado en el ensayo de degranulación (Figura 
4.18B). De hecho, la línea celular DLD-1 fue significativamente más sensible las demás líneas 






Figura 4.18 Degranulación de las células NK activadas frente a líneas celulares de CCR. Los PBMCs se 
activaron mediante el co-cultivo con la línea estimuladora R69 durante 5 días.  La población de células NK 
se enriqueció a través de MACS. Seguidamente, las células NK se incubaron A) solas, como control, o B) 
con las células de CCR en suspensión, durante 6 h, a un ratio efector:diana 1:1, y en presencia de 
monensina y el mAb anti-CD107a. La degranulación se determinó por citometría de flujo, analizando el 
porcentaje de células positivas para CD107a en la población CD3-CD56+, como se describe en materiales 
y métodos. C) Los datos representan la media±SEM de la degranulación de las células NK de al menos 3 
donantes independientes, tras restar su respectiva degranulación basal (barra azul); frente a la muerte 
celular inducida por el mismo ratio efector:diana de células NK (barra blanca), tras restar sus respectivos 
controles. Se realizó el análisis estadístico ANOVA de un factor en los dos ensayos evaluados.  
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4.2.5   Estudio de los mecanismos de muerte celular activados por las células NK  
El estudio de los mecanismos de muerte celular inducida por las células NK tiene especial 
importancia para comprender cómo son capaces de eliminar células con resistencia a 
quimioterapia, o cómo los tumores pueden adquirir resistencia a su ataque.  
 
En primer lugar se valoró el efecto de las mutaciones en proteínas implicadas en la vía 
mitocondrial de la apoptosis, como Bax y Bak. Para ello, se utilizaron las células HCT-116 mut, 
cuya sensibilidad se comparó con la de la línea wt (Figura 4.19). El ensayo en condiciones 2D no 
ofreció diferencias significativas en cuanto a la citotoxicidad de las células NK. Sin embargo, las 
células NK alogénicas activadas no fueron capaces de eliminar los esferoides de la línea HCT-116 
mut. 
 
Figura 4.19 Citotoxicidad de células NK alogénicas activadas frente a células con mutaciones en la vía 
de la apoptosis. Los PBMCs se activaron mediante el co-cultivo con la línea estimuladora R69 durante 5-
7 días. La población de células NK se enriqueció a través de MACS y se llevó a cabo su marcaje con la sonda 
eFluor 670. Seguidamente, las células NK se incubaron con las células HCT-116 (línea punteada) o HCT-
116 mut (línea completa), durante 4 h (2D) o 48 h (3D) a distintos ratios efector:diana. La muerte celular 
se analizó por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en la membrana externa (Anexina-V) 
y la permeabilización de la membrana (7-AAD) en la población negativa para el marcaje de eFluor 670, 
como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la media±SEM de al menos 4 donantes 
independientes, tras restar sus respectivos controles de muerte celular sin células NK, donde la muerte 
celular fue siempre <15%. Se realizó el análisis estadístico ANOVA de dos factores, donde  *** p<0.001.   
 
 
Posteriormente, se valoró la implicación de las vías de la apoptosis y de la necroptosis 
en la citotoxicidad inducida por las células NK frente a cultivos convencionales de las líneas 
celulares modelo CaCo-2, HCT-116 y HT-29. Para ello, se añadió al co-cultivo el inhibidor general 
de caspasas Q-VD-OPh solo o combinado con el inhibidor de la RIP kinasa 1 Nec-1 (Figura 4.20). 
Tanto para la línea celular HCT-116, como para la línea celular HT-29, la adición de Q-VD-OPh 
supuso un descenso significativo de la muerte celular inducida por las células NK. La adición de 
Nec-1, no tuvo un efecto adicional al de Q-VD-OPh.   













Figura 4.20 Citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en presencia de inhibidores de 
las vías de apoptosis y necroptosis. Los PBMCs se activaron mediante el co-cultivo con las células 
estmuladoras R69 durante 5-7 días. La población de células NK se enriqueció a través de MACS y se llevó 
a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente, las células NK se incubaron con las células de 
CCR en cultivo 2D, en presencia o ausencia del inhibidor general de caspas Q-VD-OPh y el inhibidor de RIP 
kinasa 1 Nec-1, durante 4 h y a un ratio efector:diana 1:1. La muerte celular se analizó por citometría de 
flujo, determinando la exposición de PS en la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilización de la 
membrana (7-AAD) en la población negativa para el marcaje de eFluor 670, como se describe en 
materiales y métodos. Los datos representan A) un ejemplo representativo de los parámetros de muerte 
celular de la línea HCT-116, en función de las distintas condiciones de estudio; B) la media±SEM de al 
menos 4 donantes independientes, tras restar sus respectivos controles de muerte celular sin células NK, 
donde la muerte celular fue siempre <15%. Se realizó el análisis estadístico ANOVA de dos factores, donde  





RESULTADOS Y DSCUSIÓN 
 
142 
4.2.6    Discusión  
 La presencia de células NK infiltrantes, como indicador de buen pronóstico en los 
pacientes de CCR apoya su papel en el control de este tipo de tumores (433, 462). No obstante, 
se suele encontrar un bajo número de estas células, y preferentemente localizadas en la 
periferia de los mismos (434). Por lo tanto, se puede pensar que su actividad se ve afectada 
tanto por las características intrínsecas del tumor y su arquitectura, como por factores del 
microentorno (apartado 1.4.3). 
 
 La aplicación de una ACT basada en células NK también presenta retos relacionados con 
la fisiología del tumor. No obstante, se esperaba que la activación de las células NK mejorara sus 
capacidades funcionales, de modo que pudieran superar estas barreras. Con esta idea, se partió 
de ensayos que comparaban la capacidad citotóxica, tanto de células NK aisladas directamente 
del conjunto de PBMCs como de células NK activadas, frente a cultivos convencionales y en 
modelo 3D de líneas celulares de CRC. La citotoxicidad inducida por las células NK recién asiladas 
fue baja en los cultivos en 2D, independientemente del ratio efector:diana considerado. 
Mientras que las células NK activadas fueron capaces de inducir la muerte celular de las líneas 
de CCR en este modelo de manera dependiente del ratio. Por el contrario, en el modelo en 3D, 
las células NK recién aisladas de algunos donantes fueron capaces de inducir cierto grado de 
muerte celular tras las 48 horas de incubación, independientemente del ratio, en las líneas 
celulares CaCo-2 y HT-29. Además de a las condiciones de alogenicidad del estudio, estos 
resultados se pueden deber tanto al largo tiempo de incubación, como a cambios que se 
produjeran en las células diana en la conformación esferoide, del mismo modo que se 
observaron cambios en la expresión de ligandos para las células NK. Sin embargo, al comparar 
la citotoxicidad de las células NK recién aisladas con las de las células NK activadas, se observó 
una citotoxiciad mayor y más homogénea en estas últimas.  
 
 Las células NK activadas ex vivo, a través de las células estimuladoras R69, ya mostraron 
la capacidad de eliminar células de neoplasias hematológicas en estudios previos, incluso en 
presencia de mutaciones que confieren resistencia a la apoptosis (195, 522). En este trabajo se 
evaluó su actividad citotóxica frente a un panel de líneas celulares de CCR con distintos estados 
mutacionales. Tras un análisis estadístico por ANOVA de dos vías, y la posterior interpretación 
de la comparación entre todas las curvas, se determinó un perfil de sensibilidad en el modelo 
2D y otro en el modelo 3D. Para el primero de estos modelos, las líneas celulares se clasificaron 
de mayor a menor sensibilidad del siguiente modo: DLD-1 y HT-29>  HCT-116, SKCO-15, LoVo y 
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SW620 > Colo-205 y Colo-201, con la línea CaCo-2 variando de una mayor a una menor 
sensibilidad al aumentar el ratio de células efector:diana. Para la clasificación del modelo 3D se 
descartaron las líneas celulares Colo-201 y Colo-205, ya que no llegaron a formar un esferoide 
compacto. Por lo tanto, su nivel de muerte fue reflejo de la sensibilidad de cada una de ellas a 
una incubación durante 48 horas con las células NK activadas. Así, la sensibilidad en el modelo 
3D se definió: DLD-1> LoVo,  SW620 y SKCO-15 > HT-29 y HCT-116, viéndose en la línea celular 
CaCo-2 el mismo patrón que el descrito en 2D. En este caso, la línea celular HCT-116 fue 
significativamente más resistente que las demás, evidenciando el cambio de sensibilidad en 
función del modelo de cultivo. Estas diferencias pueden deberse tanto al grado de compactación 
de cada una de las líneas celulares, como a los cambios en el perfil de ligandos para los 
receptores de las células NK (apartado 4.1.1). De hecho, las líneas celulares clasificadas en 3D 
como más resistentes (HT-29 y HCT-116) o más sensibles (DLD-1) fueron las que generaron 
esferoides de mayor grado de compactación. Además, como se comentará más adelante, la 
presencia de mutaciones en las proteínas implicadas en la vía de la apoptosis, también indujo 
una mayor resistencia de la línea HCT-116 mut frente a su homóloga wt en el modelo 3D.   
 
En vista a los resultados anteriores, se estudió la correlación entre la sensibilidad de las 
líneas, el nivel de expresión de los ligandos para las células NK y el perfil de mutaciones. En el 
modelo 2D se observó una correlación entre el estado MSI y las mutaciones en PI3K, y la 
sensibilidad a las células NK. La línea HT-29, con un estado MSS, fue la única que no siguió esta 
correlación. Por otro lado, aunque en este modelo la correlación no llegó a ser estadísticamente 
significativa, otros estudios basados en experimentos bloqueo han descrito el papel de algunos 
de estos receptores en la citotoxicidad de las células NK. Por ejemplo, la interacción entre LFA-
1 e ICAM-1 se ha visto necesaria para la correcta citotoxicidad de las células NK (600, 601). Y un 
estudio basado en líneas celulares de CCR observó la implicación de MICA/B, PVR y Nectina-2 en 
la señalización a través de los receptores de activación (562).  Por su parte, en el modelo 3D se 
observó una correlación entre los bajos niveles de HLA-ABC, o la sobreexpresión de PD-L1 y HLA-
G, y la sensibilidad a las células NK. El efecto de las HLA-ABC como ligando de inhibición de las 
células NK ha sido ampliamente descrito; igualmente algunos estudios con muestras primarias 
de CCR han implicado al HLA-G en la inhibición de las células NK (435). Por otro lado, el papel de 
PD-L1 es más controvertido. En un principio, PD-1 no parece estar implicado en la tolerancia de 
las células NK endógenas y, además, como se explicará más adelante (apartado 4.3.4) las células 
NK alogénias activadas expresan muy bajos niveles del receptor. No obstante, tal y como se 
explica anteriormente y teniendo en cuenta que la citotoxicidad de las células NK depende del 
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balance de un conjunto de señales, la implicación de los distintos ligandos en su función debería 
estudiarse a través de estudios de bloqueo o sobreexpresión de éstos.  
 
Otros estudios también han evaluado la citotoxicidad de las células NK frente a CRC. Por 
ejemplo, Veluchamy et al. mostraron una mayor sensibilidad de las líneas celulares CaCo-2, SW-
620 y Colo-320 frente a SW-480 y HT-29. Además, la correlacionaron con la expresión de HLA-E. 
Las diferencias con los resultados mostrados anteriormente pueden deberse a la activación de 
las células NK, basada en IL-2, y la consideración únicamente del ratio efector:diana 1:1 para 
determinar la sensibilidad (602).  Por su parte, Bhat et al. también demostraron la sensibilidad 
de las líneas celulares de CCR a las células NK activadas con IL-2, y de un modo dependiente de 
la interacción a través de los NCR (603). Mientras que Tallerico et al. mostraron una mayor 
sensibilidad de las CSC frente a las células tumorales diferenciadas empleando células NK 
directamente purificadas de sangre periférica (604). En este sentido conviene señalar que 
estudios previos en el grupo mostraron que la actividad de las células NK depende del estímulo 
empleado en su activación (195, 521), por lo que las células NK de cada uno de estos ejemplos 
están definidas por un potencial citotóxico particular. 
  
 A partir de los resultados mostrados, la línea celular HCT-116 presentó especial interés 
al resultar significativamente más resistente en el modelo 3D. Por ello se estudió la interacción 
de los esferoides de esta línea celular con las células NK a través de microscopía de fluorescencia 
y confocal. En correlación con lo observado a través de la técnica de citometría de flujo, las 
células NK purificadas directamente del conjunto de PBMCs de sangre periférica no consiguieron 
eliminar el esferoide tras 96 horas de co-cultivo. De hecho, se apreció una ligera disminución del 
tamaño del mismo durante las primeras 48-72 horas, pero el esferoide fue capaz de seguir 
creciendo a pesar de la presión de ejercida por las células NK. Este patrón se observó también a 
ratios bajos efector:diana (3:1 y 6:1) de las células NK activadas. Especialmente a ratio 6:1, se 
observó una disminución del tamaño del esferoide durante las primeras 24 horas. Sin embargo, 
sólo a ratio efector:diana 9:1 las células NK pudieron controlar el crecimiento tumoral. En estas 
condiciones, la mayor reducción del área del esferoide también se produjo durante las primeras 
24 horas y, a tiempos posteriores, las células NK acabaron por eliminar el esferoide 
prácticamente por completo. Así, esta técnica aportó información adicional al estudio de 
citometría, donde la población de células muertas se habría perdido para su análisis a las 48 
horas, subestimando el porcentaje de muerte (como se describe más adelante). Por otro lado, 
al analizar la infiltración de las células NK en el esferoide se observó una relación indirecta con 
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el ratio efector:diana. De hecho, la mayor tasa de infiltración se observó a un ratio 3:1 y en las 
primeras 24 horas de ensayo. Mientras, la menor infiltración observada a un ratio efector:diana 
alto (9:1) se puede deber a que el proceso de destrucción del esferoide es más rápido que el 
fenómeno de infiltración. Estudios anteriores con las células NK activadas células R69 mostraron 
una sobreexpresión de los receptores de quimiocinas, que puede estar relacionada con una 
mayor capacidad de migración e infiltración frente a las células NK de los pacientes de cáncer 
(521). De hecho, estas células fueron capaces de migrar hacia esferoides de líneas celulares de 
CCR localizados en un dispositivo de microfluídica (525). Otros estudios también ha evaluado la 
infiltración de las células NK activadas en esferoides tumorales. En el trabajo de Giannattasio et 
al.  utilizaron células NK activadas con IL-2 frente a esferoides carcinoma de cérvix, y 
demostraron la infiltración de un bajo porcentaje de células NK que permanecieron durante 
todo el tiempo de ensayo (605). Por el contrario, en este trabajo se ha descrito un proceso 
dinámico en la interacción entre el esferoide tumoral y las células NK. Por otro lado, en el trabajo 
de Ayuso et al. demostraron la capacidad de migración e infiltración de las células NK en 
esferoides de cáncer de mama, pero utilizando la línea celular modelo NK-92, la cual puede 
presentar un patrón diferente de receptores implicados en la adhesión y la migración (524).  
 
Tras estos estudios, se analizó la correlación entre la sensibilidad de las células 
tumorales y su reconocimiento por las células NK, determinada a través del ensayo de 
degranulación. Sin embargo, a pesar de lo referenciado por otros trabajos (606), no se observó 
una relación entre ambos parámetros. En este caso, la explicación podría ser que las células NK 
que ya hubieran actuado frente a las células tumorales habrían continuado atacando en serie 
(607, 608), sin observarse un mayor porcentaje de células degranulando. De hecho, pese a  
utilizarse como marcador de citotoxicidad, la degranulación medida por CD107a únicamente 
indica que la célula NK ha formado una sinapsis activadora con la diana. 
 
Una vez analizada la sensibilidad de las células de CRC al efecto de las células NK, el 
estudio se enfocó en los mecanismos de inducción de muerte. En este punto es necesario 
recordar que las células NK cuentan con la vía de la exocitosis granular y la vía de los ligandos de 
muerte como principales mecanismos citotóxicos. En este sentido, se ha descrito que las células 
NK activan distintas vías (como apoptosis, necrosis, necroptosis o autofagia) que conducen a la 
muerte celular en las dianas tumorales (609, 610).  
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En trabajos anteriores con las células NK alogénicas activadas con las células R69, se 
demostró que el mecanismo de exocitosis granular era esencial en la eliminación de líneas 
celulares de neoplasias hematológicas (195). En este trabajo no se ha podido evaluar la 
implicación de otros mecanismos de muerte celular ya que no se dispone de datos suficientes. 
Y aunque algunos estudios hayan mostrado la sensibilidad de las líneas celulares HCT-116, HT-
29 y CaCo-2 a la acción de los ligandos mortales (611), se desconoce su impacto global sobre la 
citotoxicidad de las células NK. Además, otros estudios han revelado una citotoxicidad 
dependiente de perforina en un modelo xenograft de la línea celular HT-29 (612). Sin embargo, 
este estudio se llevó a cabo utilizando células de distintas especies; células NK no activadas de 
ratones KO (del inglés, knockout) de perforina y la línea celular humana HT-29. 
 
En cuanto a la vía de muerte celular inducida, al contrario que en las líneas celulares 
hematológicas (195), los resultados de este trabajo parecen indicar que la citotoxicidad mediada 
por las células NK depende de la apoptosis. De hecho, mutaciones en las proteínas pro-
apoptóticas Bax y Bak, o la inhibición de las caspasas, disminuyeron la actividad anti-tumoral 
de las células NK. No obstante, esta dependencia varió en función de la línea celular y las 
condiciones de cultivo. Así, las mutaciones en Bax/Bak incrementaron la resistencia de la línea 
celular HCT-116 mut solo en el modelo 3D. Además, la adición del inhibidor general de caspasas 
(Q-VD-OPh) en el ensayo de citotoxicidad tuvo un efecto en la resistencia de las líneas celulares 
HCT-116 y HT-29, pero no de las CaCo-2. Por lo tanto, estos resultados concuerdan parcialmente 
con los trabajos anteriores del grupo (195). En ellos se comprobó que las células NK alogénicas 
activadas eran capaces de eliminar líneas celulares de leucemia con mutaciones en proteínas de 
la familia Bcl-2, incluso en presencia de un inhibidor de las caspasas 3 y 7 (Z-DEVD-fmk) (195). 
Sin embargo, los resultados de este trabajo se pueden explicar con el modelo de muerte en serie 
o serial killing observado por Prager et al. En su estudio demostraron que durante la muerte en 
serie inducida por células NK se producía un cambio de los mecanismos citotóxicos, de modo 
que empezarían matando a las células diana a través de la vía de la exocitosis granular y, tras 4 
contactos, cambiarían a la vía de los ligandos de muerte (608). De este modo, la inhibición del 
efecto de las caspasas, que están implicadas en la vía extrínseca de la apoptosis, protegió en 
parte de la muerte a las líneas celulares de CCR. Por otro lado, la resistencia observada en el 
modelo 3D de la línea celular HCT-116 mut, se pudo deber a tanto a la arquitectura del tumor 
como a características propias de esta línea. Así, la línea celular HCT-116 representaba el modelo 
más resistente de CCR en 3D, por lo que la formación de una arquitectura más compleja, junto 
con las mutaciones en la vía de la apoptosis, pudo haber contribuir a acrecentar la resistencia.  
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Por otro lado, y a falta de estudios adicionales, la vía de la necroptosis parece no estar 
implicada en la muerte celular de las líneas celulares de CRC, ya que no se observaron cambios 
significativos tras su inhibición en los ensayos en 2D. No obstante, serían necesarios 
experimentos adicionales para comprobar que la disminución de la muerte celular no se debió 
a un fallo en la función de las células NK en presencia de los inhibidores. Aunque este efecto no 
debería ser muy pronunciado ya que dichos inhibidores sólo afectaron ligeramente a la actividad 
de las células NK en la línea CaCo-2.  
 
Por último, es necesario considerar que el método utilizado para el análisis de la muerte 
celular por citometría de flujo, basado en la detección de PS en la cara externa de la membrana 
y la permeabilización de la misma, presenta limitaciones. A medida que transcurre el tiempo de 
ensayo, las células que han entrado en el proceso de muerte celular tienden a desaparecer como 
tales, convirtiéndose en restos celulares no detectables en citometría de flujo. Como resultado, 
se puede infraestimar el porcentaje de muerte, o incluso perderse el resultado si llega a 
desaparecer toda la población. Por ello es necesario optimizar las condiciones de estudio. En 
consecuencia, no se valoraron ratios efector:diana superiores al 6:1, donde la muerte es muy 
elevada. Otro factor que también influye en este sesgo es el tiempo de ensayo. Para este trabajo, 
el condicionante del tiempo fue especialmente relevante en los ensayos a 48 horas del modelo 
3D. En estas condiciones, y a ratio efector:diana alto, se observó frecuentemente la desaparición 
de la población diana. No obstante, la interpretación de los resultados del modelo 3D requirió 
especial cuidado. Se observó que en los ensayos realizados a tiempos largos, la población diana 
era capaz de captar la sonda de marcaje de las células NK, de manera proporcional al ratio 
efector:diana. Este fenómeno se atribuyó esencialmente al proceso de trogocitosis durante 
interacción de ambas poblaciones celulares (613), ya que en los casos en que las células NK no 
indujeron la muerte de las dianas tumorales tampoco se observó un incremento de la 
fluorescencia de éstas. Para futuros estudios se han considerado otros métodos de detección de 
la muerte celular; por ejemplo, a través de la liberación de LDH (614) o europio (615) o incluso 
técnicas de microscopía y bioimpedancia (616). No obstante, estas técnicas tendrán que 
demostrar ser válidas para las condiciones de cultivo 2D y 3D, así como para los largos tiempos 
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4.3 Evaluación de protocolos de activación y expansión de las células NK alogénicas 
 
4.3.1     Identificación del mejor protocolo de expansión  
La aplicación de un ACT basada en células NK alogénicas activadas requiere la obtención 
de un número de células NK suficiente para la administración a un paciente. Por ello, se 
estudiaron distintos protocolos de expansión en un conjunto de donantes sanos (Tabla 4.5).  
 
Tabla 4.5. Esquema de los protocolos de expansión ensayados en un banco de donantes sanos 
 
Los cultivos se mantuvieron durante 21 días y, semanalmente, se determinó el número 
total, la tasa de expansión y el porcentaje de células NK en el cultivo (Figura 4.21).  
 
Se observó que la estimulación únicamente con ILs no era capaz de sostener la 
expansión de las células NK, deteniéndose el cultivo a día 14 (Figura 4.21A). Por otro lado, el 
empleo de células estimuladoras LCL-EBV+ (R69 o 721.221) solas mejoró los resultados frente a 
la estimulación con ILs. En este caso, con las dos LCL-EBV+, el mayor porcentaje de células NK en 
cultivo se observó a día 14 de ensayo (Figura 4.21B). Además, las células 721.221 proporcionaron 
un enriquecimiento significativamente superior. Sin embargo, a partir de día 14, el porcentaje 
de células NK disminuyó hasta unos valores similares a los iniciales. Así, mientras que las células 
estimuladoras R69 pudieron mantener los 21 de cultivo, con una tasa media de expansión 20  








+ IL-2 + IL-15 
721.221 
721.221  
+ IL-2 + IL-15 
Donante 01 • • • • •   
Donante 02 • • • • •   
Donante 03   • • •   
Donante 04   • • •   
Donante 05   • • •   
Donante 06   • • • •  
Donante 07   • • • •  
Donante 08   • • • •  
Donante 09   • • •  • 
Donante 10   • • •  • 
Donante 11   • • •  • 
Donante 12     •  • 
Donante 13     •  • 
Donante 14     •  • 
Donante 15   • • •  • 
Donante 16   • • •  • 
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Finalmente, la expansión con células estimuladoras en combinación con ILs ofreció los 
mejores resultados (Figura 4.21C). Con las células R69 en combinación con ILs, la evolución del 
porcentaje de células NK en cultivo fue similar al descrito anteriormente con las células solas. 
Sin embargo, la combiación de las células 721.221 con ILs fue capaz de proporcionar mayores 
porcentajes de células NK, y de manera sostenida el tiempo. Por otro lado, el mayor incremento 
(en número) tuvo lugar durante la última semana de ensayo, con los tres estímulos. Se 
encontraron tasas de expansión similares para las condiciones R69 + IL-2 y R69 + IL-2 + IL-15, con 
valores de 115 (±36) veces y 123 (±32) veces respectivamente. En el caso de la estimulación con 
















Figura 4.21 Evaluación de la expansión de las células NK alogénicas. Los PBMCs se activaron mediante 
distintos estímulos durante 21 días. Se partió de un total de 3x106 de células, que se mantuvieron 7 días 
en cultivo antes de comenzar las reactivaciones. Cada 2-3 días se renovaron tanto el medio como los 
estímulos y se ajustó la densidad celular. A distintos tiempos de expansión (0, 7, 14 y 21 días) se determinó 
el porcentaje de células CD3-CD56+ a través de citometría de flujo, tal y como se explica en materiales y 
métodos. Se calcularon el número total de células NK y la tasa de expansión. Los datos representan la 
media±SEM de 2-16 donantes. Se realizó el análisis estadístico ANOVA de dos factores. 
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4.3.2    Caracterización de las células NK expandidas  
 
4.3.2.1 Análisis del fenotipo de las células NK expandidas 
Las células NK de sangre periférica agrupan a un conjunto de subpoblaciones con 
distintas características en sus marcadores superficiales. La clasificación más común diferencia 
dos subpoblaciones definidas por la expresión de CD56dim/CD16bright o CD56bright/C16dim. La 
primera de ellas, con un perfil más citotóxico que la segunda, es la predominante en sangre 
periférica. A partir de las expansiones descritas anteriormente (apartado 4.3.1), se analizó la 
evolución de estas poblaciones en el cultivo.  
 
Los datos obtenidos para la activación basada en ILs no se analizaron estadísticamente 
debido al bajo número de muestra. Aún así, se observó un enriquecimiento en la población 
CD56bright y una pérdica de CD16 (Figura 4.22A). Para los demás estímulos, también se observó 
un enriquecimiento en una población CD56bright desde la primera semana de expansión (Figura 
4.22A). Con las combinaciones R69 + IL-2 y 721.221 + IL-2 + IL-15 este enriquecimiento fue 
progresivo con los días de cultivo. De hecho, este último estímulo proporcionó el mayor 
porcentaje de células CD56bright tras los 21 días de ensayo, con diferencias significativas frente a 
la expansión con las células R69 solas o en combinación con IL-2 + IL-15. Por el contrario, la 
población CD16bright disminuyó significativamente en la primera semana de cultivo en todas las 
expansiones, excepto con la línea estimuladora 721.221 sola (Figura 4.22A). Sin embargo, esta 
disminución dejó de ser significativa, respecto a día 0, en el transcurso de la expansión, 
exceptuando la activación con R69 + IL-2. Analizando conjuntamente la evolución del perfil de 
CD56 y CD16, se observó la aparición de una población de células NK con una alta expresión de 














Figura 4.22 Evaluación de la expresión de CD56 y CD16 en las células NK alogénicas durante su 
expansión. Los PBMCs se activaron mediante distintos estímulos durante 21 días. Tras 7 días en cultivo se 
comenzaron las reactivaciones. Cada 2-3 días se renovaron tanto el medio como los estímulos y se ajustó 
la densidad celular. A distintos tiempos de expansión (0, 7, 14 y 21 días) se analizó la expresión de CD3,  
CD56 y CD16 mediante citometría de flujo, tal y como se explica en materiales y métodos. En la figura se 
muestra A) la evolución de los marcadores CD56 y CD16 para cada estímulo a lo largo del tiempo de 
expansión; B) el análisis de un donante representativo activado con R69 + IL-2 + IL-15. Los datos 
representan la media±SEM de al menos 3 donantes. Los números en la esquina superior muestran el 
porcentaje de células correspondiente a cada cuadrante del diagrama. Se realizó el análisis estadístico 
ANOVA de dos factores, donde *p<0,05; **p<0,0.1; ***p<0,001.  
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4.3.2.2 Análisis de la citotoxicidad de las células NK expandidas 
La expansión de las células NK puede implicar no sólo cambios en su fenotipo, sino 
también en su capacidad funcional. Por ello se estudió la citotoxicidad de las células NK a lo 
largo de los 21 días de cultivo. El ensayo se realizó con las células NK activadas con los estímulos 
que eran capaces de mantener su crecimiento y viabilidad (R69, R69 + IL2, R69 + IL-2 + IL-15 y 
721.221 + IL-2 + IL-15), y se utilizó como diana la línea celular modelo HCT-116.  
 
 Se observó que no existían cambios significativos derivados de la expansión de las células 












Figura 4.23 Evaluación de la citotoxicidad de las células NK expandidas frente a la línea celular HCT-116. 
Los PBMCs se activaron con distintos estímulos durante 21 días. A distintos tiempos de expansión (días 7, 
14 y 21)  la población de células NK se enriqueció a través de MACS, y se enfrentó a la línea celular HCT-
116 sembrada en 2D durante 4 h, a un ratio efector:diana 3:1. La muerte celular se analizó por citometría 
de flujo, determinando la exposición de PS en la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilización de 
la membrana (7-AAD), como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la media±SEM 
de al menos 4 donantes independientes, tras restar los respectivos controles de muerte celular sin células 




A partir de estos resultados, y dada la experiencia previa en la activación de células NK 
con las células estimuladoras R69, se seleccionó el protocolo basado en la combinación de R69 
+ IL-2 + IL-15 para llevar a cabo las expansiones de los siguientes ensayos. 
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4.3.3    Evaluación de la expansión de células NK en ausencia de linfocitos T 
 Los protocolos de expansión aplicados en clínica requieren la obtención de una alta 
pureza de las células NK para su transferencia. Por ello, muchos de estos protocolos parten de 
la purificación de esta población antes de su expansión. Así, una vez seleccionado el mejor 
protocolo de expansión, se evaluó la posibilidad de eliminar la población de linfocitos T (CD3+) 
para incrementar la pureza de células NK al inicio del cultivo. Se analizaron los parámetros 
descritos previamente: número total, tasa de expansión y porcentaje de células NK; así como su 
fenotipo y capacidad citotóxica.  
 
 En primer lugar, se observó que la tasa de expansión de células NK era inferior en los 
cultivos en ausencia de linfocitos CD3+ (Figura 4.24A). Y aunque se encontró un patrón similar al 
que se ha descrito previamente, con un crecimiento exponencial a partir de día 14, la viabilidad 
celular de los cultivos sin linfocitos T, en el análisis a día 7, resultó altamente comprometida. Por 
otro lado, el porcentaje de células NK en estos cultivos fue superior a lo largo del ensayo (Figura 
4.24A). De este modo, se obtuvieron porcentajes finales entorno al 60-80%, frente al 10-15% de 
los cultivos con linfocitos T. El perfil de evolución de este porcentaje de células NK también varió 
en función de las condiciones estudiadas. Se repitió el perfil observado anteriormente en los 
cultivos en presencia de linfocitos T, con un máximo a día 14 de expansión. Por el contrario, en 
ausencia de linfocitos T el porcentaje se vio incrementado gradualmente. No obstante, a pesar 
de las diferencias encontradas en los parámetros de tasa de expansión y porcentaje de células 
NK, se comprobó que el número total de células NK acumuladas en la expansión era muy similar 
a pesar de las diferentes condiciones, alrededor de 30x106 para el primer donante y de 105x106 





















Figura 4.24. Evaluación de la expansión de las células NK en ausencia de linfocitos T. Los PBMCs se 
activaron mediante la combinación de R69 + IL-2 + IL-15, en presencia o ausencia de linfocitos T, durante 
21 días. Se partió de un total de 10x106 de células, que se mantuvieron 7 días en cultivo antes de comenzar 
las reactivaciones. Cada 2-3 días se renovaron tanto el medio como los estímulos y se ajustó la densidad 
celular. A distintos tiempos de expansión (0, 7, 14 y 21 días) se determinó el porcentaje de células CD3-
CD56+ mediante citometría de flujo, tal y como se explica en materiales y métodos. Se determinó el 
número total de células NK, a cada tiempo de ensayo; el enriquecimiento en el cultivo (porcentaje); y la 
tasa de expansión, calculada a partir de los parámetros anteriores. Los datos representan dos donantes 
individuales (D1, D2).  
 
A continuación, se determinó el fenotipo de las células NK expandidas. Del mismo modo 
que se ha descrito anteriormente, se encontró un enriquecimiento de la población CD56bright y 
CD16bright (Figura 4.25). No obstante, hay que señalar que, en este análisis, el porcentaje de 






Figura 4.25 Evaluación de la expresión de CD56 y CD16 en las células NK alogénicas durante su 
expansiónen ausencia de linfocitos T. Los PBMCs se activaron mediante la combinación de R69 + IL-2 + 
RESULTADOS Y DSCUSIÓN 
 
155 
IL-15, en presencia o ausencia de linfocitos T, durante 21 días. Tras 7 días en cultivo se comenzaron las 
reactivaciones. Cada 2-3 días se renovaron tanto el medio como los estímulos y se ajustó la densidad 
celular. A distintos tiempos de expansión (0, 7, 14 y 21 días) se analizó la expresión de CD3,  CD56 y CD16 
a través de citometría de flujo, tal y como se explica en materiales y métodos. En la figura se muestra la 
evolución de los marcadores CD56 y CD16 para cada estímulo a lo largo del tiempo de expansión.  
 
Finalmente, se valoró la capacidad citotóxica de las células NK expandidas en ausencia 
de linfocitos T. Debido a la baja vialidad celular de los cultivos en ausencia de linfocitos T a día 
7, el ensayo de citotoxicidad sólo llevó a cabo a día 14 y día 21. Se observó que el cultivo en 











Figura 4.26 Evaluación de la citotoxicidad de las células NK expandidas en ausencia de linfocitos T. Los 
PBMCs se activaron mediante la combinación de R69 + IL-2 + IL-15, en presencia o ausencia de linfocitos 
T, durante 21 días. A distintos tiempos de expansión (días 14 y 21)  la población de células NK se enriqueció 
a través de MACS, y se enfrentó a la línea celular HCT-116 sembrada en 2D durante 4 h, a un ratio 
efector:diana 3:1. La muerte celular se analizó por citometría de flujo, determinando la exposición de PS 
en la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilización de la membrana (7-AAD), como se describe en 
materiales y métodos. Los datos representan la media±SEM de 2 donantes independientes, tras restar los 
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4.3.4    Evaluación de la expresión de receptores en las células NK expandidas 
 La activación de las células NK implica cambios en el patrón de expresión de proteínas 
relacionadas con el metabolismo, la interacción celular, o los mecanismos efectores, entre otros. 
Además, en las condiciones de expansión, la presencia de un estímulo permanente también 
puede alterar esta expresión a lo largo del tiempo. Para estudiar cómo afectan la activación y 
expansión de las células NK en su función anti-tumoral, se analizó la expresión de varios 
receptores de superficie. Entre ellos, receptores de quimiocinas implicados en la migración 
hacia el tumor (CXCR3) y checkpoints convencionales de activación (NKp44) o inhibición (NKG2A) 
(Figura 4.27); así como checkpoints emergentes (CTLA-4, PD-1 TIM-3 y LAG-3) (Figura 4.28).  Se 
compararon los estímulos basados en las células estimuladoras R69 solas o en la combinación 
R69 + IL-2 + IL-15. 
 
 El receptor de inhibición NKG2A presentó un nivel de expresión basal bajo en alrededor 
de un 40% de las células NK recién aisladas. Tras la activación, prácticamente todas las células 
NK expresaron el receptor. Además, su nivel de expresión también se vio incrementado hasta 
10 veces tanto en la activación con R69 como con  R69 + IL-2 + IL-15.  
 
Por otro lado, el receptor de activación NKp44 no fue observado en las célulsa NK recién 
aisladas, pero sí en las activdas. No obstante, un porcentaje variable de estas células NK 
activadas (10-40%) no expresaron NKp44. En este caso, su nivel de expresión se vio 
incrementado gradualmente con el tiempo de expansión, sin encontrarse diferencias entre los 
estímulos.  
 
Finalmente, el receptor de quimiocinas CXCR3 mostró un nivel de expresión basal bajo 
en las células NK recién aisladas.  La activación, en cualquiera de las condiciones estudiadas, 






















Figura 4.27 Expresión de los receptores de las células NK activadas con distintos estímulos.  Los PBMCs 
se purificaron directamente de sangre periférica o se activaron mediante las células estimuladoras R69 o 
la combinación de R69 + IL-2 + IL-15, durante 21 días. A distintos tiempos de expansión (días 0, 7, 14 y 21) 
se estudió la expresión de los receptores de superficie mediante citometría de flujo, como se indica en 
materiales y métodos. Los datos representan A) la MFI de 2-4 donantes independientes. B) Se indica un 
ejemplo representativo de los marcajes para cada receptor a los distintos tiempos de expansión. Se realizó 
el análisis estadístico test ANOVA de dos factores, donde *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.  
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En cuanto a los checkpoints considerados emergentes en la regulación de las células NK, 
se observó una influencia variable de la activación para cada uno de ellos. 
 
 Así, el receptor PD-1 presentó niveles de expresión bajos antes y después de la 
activación. Se observaron diferencias significativas (respecto a las células NK recién aisladas) a 
día 7 y a día 21, para la estimulación con las células R69 solas o en combinación con ILs 
respectivamente. La comparación entre estímulos no mostró diferencias significativas. 
 
El receptor CTLA-4 también mostró una expresión baja tanto en las células NK recién 
aisladas como en las activadas. En este caso, sólo se observó un incremento significativo a día 7 
de expansión en la estimulación con las células estimuladoras R69 + IL-2 + IL-15, aunque los 
resultados presentaron una alta variabilidad y el nivel de expresión continuó siendo bajo. 
 
 Por otro lado, el receptor TIM-3 contó un nivel de expresión basal variable en las células 
NK recién aisladas. La activación, con cualquiera de los estímulos, implicó un incremento en su 
nivel de expresión. Sin embargo, este incremento sólo resultó significativo para la combinación 
de R69 + IL-2 + IL-15. 
 
 Finalmente, mientras que las células NK recién aisladas prácticamente no mostraron 
expresión del receptor LAG-3, la activación supuso la aparición de una población con un nivel de 
expresión alto. Este nivel fue significativamente superior al basal a día tanto a 7 como a día 14 
de la activación con las células R69. La expansión con las células R69 + IL-2 + IL-15 también fue 
capaz de aumetnar el porcentaje de células con una expresión alta de LAG-3. Mientras que la 


































Figura 4.28 Expresión de los checkpoints emergentes en las células NK activadas con distintos estímulos.   
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Los PBMCs se purificaron directamente de sangre periférica o se activaron mediante las células 
estimuladoras R69 o la combinación de R69 + IL-2 + IL-15, durante 21 días. A distintos tiempos de 
expansión (días 0, 7, 14 y 21) se estudió la expresión de los receptores de superficie mediante citometría 
de flujo, como se indica en materiales y métodos. Los datos representan A) la MFI de 2-4 donantes 
independientes- B) Se muestra un ejemplo representativo de los marcajes para cada receptor a los 
distintos tiempos de expansión. Se realizó el análisis estadístico ANOVA de dos factores, donde *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001.  
 
 
4.3.5    Efecto del bloqueo de checkpoints con mAbs sobre la actividad de células NK de 
donantes sanos 
4.3.5.1 Evaluación de la citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en 
combinación con bloqueantes de checkpoints  
 La expresión de checkpoints por parte de las células NK activadas presenta ciertas 
diferencias respecto a las células NK recién aisladas. Así, mientras que el nivel de PD-1 presenta 
una ligera variación, se produce una sobreexpresión de TIM-3. Para valorar la posible implicación 
de estos receptores en la función de las células NK activadas se realizaron ensayos bloqueo con 
mAbs anti-PD-1 (Pembrolizumab) y anti-TIM-3 (clon F38-2E2). Para estos ensayos se llevó a cabo 
la activación “estándar” de las células NK, con la línea estimuladora R69 y durante 5 días. Según 
los resultados mostrados anteriormente (Figuras 4.23 y  Figura 4.28) no existían diferencias en 
la capacidad citotóxica de las células NK, o el nivel de expresión de PD-1 y TIM-3, en función de 
su activación con células R69 solas o en combinación con ILs; ni tampoco a los distintos tiempos 
de expansión.  
 
 Inicialmente, se comprobó la capacidad de estos mAbs de unirse a sus respectivas dianas 
mediante un ensayo de competitividad por citometría. De este modo, los PBMCs activados se 
pre-incubaron con el mAb bloqueante anti-PD-1 o anti-TIM-3 y, a continuación, se analizó la 
expresión de PD-1 o TIM-3 mediante citometría de flujo. Se observó que en ambos casos se 
producía un bloqueo de la unión del mAb utilizado para citometría de flujo (Figura 4.29). 
Además, la unión del mAb bloqueante anti-TIM-3 también se detectó a través de un marcaje 
con un mAb secundario. Aunque en esta ocasión no se analizó la expresión del marcador CD56, 
se observó que el porcentaje de población positiva para TIM-3 se correspondía al valor 
encontrado en el marcaje con el mAb marcado con fluorescencia en la caracterización fenotípica 
de los PBMCs.  









Figura 4.29 Análisis del bloqueo de los receptores PD-1 y TIM-3 mediante mAbs. Se partió de los PBMCs 
activados mediante la línea estimuladora R69 durante 5 días. Estos PBMCs se incubaron con los mAbs 
bloqueantes frente a PD-1 (Pembrolizumab) o TIM-3 (clon F38-2E2) durante 20 min a 4°C. Posteriormente, 
se añadió un anticuerpo comercial marcado con un fluoróforo frente A) TIM-3 o B) PD1. C) Se añadió un 
anticuerpo secundario que reconociera al bloqueante de TIM-3 y se comparó el marcaje con el de un 
anticuerpo primario comercial (izquierda). Los marcajes se analizaron a través de citometría de flujo, 
como se indica en materiales y métodos.  
 
Posteriormente, se estudió la implicación de los ejes de PD-1 y TIM-3 en la función de 
las células NK recién aisladas y activadas. Para el primer caso, se seleccionaron como diana las 
líneas celulares HT-29 y DLD-1. La línea celular HT-29 ya había mostrado una alta expresión de 
los ligandos para los dos checkpoints considerados; mientras que la línea celular DLD-1 había 
resultado ser la más sensible a la acción de las células NK activadas.  Para el caso de las células 
NK activadas se consideró también la línea celular HCT-116, ya que se ha establecido como 
modelo de CCR en los ensayos in vivo.   
 
 Aunque los datos obtenidos hasta el momento no cuentan con la suficiente potencia 
estadística, no se observó ningún efecto de los isotipos o los mAbs bloqueantes en la 
citotoxicidad de las células NK recién aisladas sobre la línea celular DLD-1 (Figura 4.30). Al utilizar 
como diana la línea celular HT-29 se observó una tendencia hacia una mayor capacidad 
citotóxica en combinación con los isotipos o los mAbs bloqueantes, pero el análisis estadístico 
en los ensayos con anti-TIM-3 no resultó significativo (Figura 4.30). La combinación de ambos 
tampoco aumentó la actividad citotóxica de las células NK recién aisladas.  

















Figura 4.30 Citotoxicidad de células NK alogénicas, en combinación con anti-checkpoints, frente a 
líneas celulares de CCR en 2D. Se partió de los PBMCs A) recién purificados de sangre periférica, o B) 
activados mediante el co-cultivo con la línea estimuladora R69 durante 5 días. Se enriqueció la población 
de células NK a través de MACS y se llevó a cabo su marcaje con la sonda eFluor 670. Seguidamente, se 
incubaron solas, o en presencia de los mAb bloqueante frente a PD-1 y/o TIM-3 o sus respectivos isotipos, 
con las células de CCR durante 4 horas. Se utilizó un ratio efector: diana 3:1 para las células NK recién 
Recién aisladas 
Activadas 
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aisladas; 1:1 para las células NK activadas frente a HCT-116 y HT-29; y 0,5:1 para las células NK activadas 
frente a DLD-1. La muerte celular se analizó por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en 
la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilización de la membrana (7-AAD) en la población negativa 
para el marcaje de eFluor 670, como se describe en materiales y métodos. Los datos representan la 
media±SEM de 2-4 donantes independientes tras restar los respectivos controles sin células NK, donde la 
muerte celular fue siempre <15%. Se realizó el análisis estadístico test t de Student, donde  ** p<0.01, *** 
p<0.001.   
 
Al estudiar el bloqueo de estos ejes de regulación en las células NK activadas, se observó 
una tendencia hacia una menor capacidad citotóxica en presencia de los respectivos isotipos. 
Sin embargo, en las condiciones en las que se pudo realizar el análisis estadístico, estas 
diferencias no resultaron significativas. Por su parte, el empleo de mAbs bloqueantes tampoco 
ofreció cambios respecto al control con células NK solas, o en presencia de isotipo.  
 
 
4.3.5.2 Evaluación de la citotoxicidad de las células NK alogénicas activadas en presencia 
de un mAb bloqueante del eje PD-1/PD-L1 (Pembrolizumab). 
 Después de comprobar que el bloqueo del receptor PD-1 durante la interacción de las 
células NK con las células diana no era capaz de mejorar su capacidad citotóxica, se valoró la 
acción de Pembrolizumab durante la activación de las mismas.  
 
En primer lugar, se analizó la expresión de PD-1 en las células NK y después de la 
activación (Figura 4.31A). Tanto en el conjunto de PBMCs recién purificados, como activados con 
el protocolo “estándar” con la línea estimuladora R69, se observó la presencia de una población 
positiva en PD-1. La mayor parte de esta población se correspondió con las células CD56-. Por el 
contrario, los PBMCs activados en presencia de Pembrolizumab no expresaban PD-1. 
Seguidamente, las células NK activadas en ambas condiciones se enfrentaron a las líneas 
celulares HT-29 y DLD-1 (Figura 4.31B).  En este caso, aunque los resultados fueron variables en 
función del donante, no se observó un efecto significativo del bloqueo de PD-1 en la 
citotoxicidad de las células NK sobre estas líneas celulares. Sin embargo, sí se apreció un ligero 
aumento de la capacidad citotóxica de las células NK cultivadas con Pembrolizumab frente a la 
línea DLD-1. Al igual que en ensayo anterior, Pembrolizumab no tuvo efecto cuando únicamente 
se incluyó durante el ensayo de citotoxicidad a 4 horas. 






Figura 4.31. Expresión de PD-1 y citotoxicidad de células NK alogénicas activadas en presencia de un 
mAb bloqueante de PD-1. A) Se analizó la expresión de PD-1 en los PBMCs provenientes de donantes 
sanos recién purificados, o activados durante 5 días con la línea estimuladora R69 en presencia o ausencia 
del mAb Pembrolizumab. Los números en la esquina superior izquierda muestran el porcentaje de células 
correspondiente a cada cuadrante del diagrama.  B) La población de células NK activadas se enriqueció a 
través de MACS, y se enfrentó a cultivos 2D de las líneas celulares HT-29 y DLD-1, durante 4 h, a un ratio 
efector:diana 1:1 y 0,5:1 respectivamente. La muerte celular se analizó por citometría de flujo, 
determinando la exposición de PS en la membrana externa (Anexina-V) y la permeabilización de la 
membrana (7-AAD), como se describe en materiales y métodos. Los datos muestran la media±SEM de la 
citotoxicidad de 2-4 donantes independientes tras restar los respectivos controles sin células NK, donde 
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4.3.6    Bloqueo del eje PD-1/PD-L1 en células NK de pacientes con CCR 
 A pesar de que las células NK de sangre periférica han mostrado un bajo nivel de 
expresión de PD-1, estudios previos en pacientes con cáncer han encontrado una 
sobreexpresión de este receptor en estas células (617-619). Por ello que se analizó el fenotipo y 
la funcionalidad de las células NK provenientes de pacientes con CCR, así como el efecto del 
bloqueo del eje PD-1/PD-L1 sobre su capacidad citotóxica. 
 
  Al contrario que lo observado en las células NK de los donantes sanos (Figura 4.31), toda 
la población de células NK de pacientes con CCR expresó PD-1 (Figura 4.32A). De este modo, se 
analizó la capacidad citotóxica de estas células en presencia o ausencia de Pembrolizumab. Al 
igual que los resultados obtenidos con las células NK recién aisladas de los donantes sanos, se 
observó que éstas no tenían la capacidad de eliminar a la línea celular DLD-1 (Figura 4.32B). 




Figura 4.32 Expresión de PD-1 y caracterización de las células NK recién aisladas de pacientes con CCR. 
A) Se analizó la expresión de PD1 en las células NK (CD56+CD3-) de pacientes de CCR. B) Se enriqueció la 
población de células NK a través de MACS, y se enfrentó a cultivos 2D de la línea celular DLD-1 durante 
4h, a un ratio efector:diana 1:1, en presencia o ausencia del mAb Pembrolizumab. La muerte celular se 
analizó por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en la membrana externa (Anexina-V) y 
la permeabilización de la membrana (7-AAD), como se describe en materiales y métodos. Los datos 
muestran un ejemplo representativo  de los marcajes indicados. Los números en la esquina superior 
izquierda muestran el porcentaje de células correspondiente a cada cuadrante del diagrama.  
 
 Posteriormente, para activar a las células NK, los PBMCs se cultivaron durante 72 horas 
con IL-2 e IL-15, en presencia o ausencia de Pembrolizumab. Tras la activación con ILs solas, se 
observó que la intensidad de PD-1 disminuía en intensidad en las células positivas para el 
receptor (Figura 4.33A). También se comprobó que la incubación con este mAb era capaz de 
unirse al receptor PD-1, aunque preferentemente sobre la población CD56- (Figura 4.33A). 
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Además, en esta ocasión, se valoró la capacidad citotóxica de las células NK activadas solas, 
incubadas con Pembrolizumab durante el periodo de activación, o durante el tiempo del ensayo 
de citotoxicidad. A pesar de la variabilidad en los resultados, se observó una tendencia hacia una 
mayor capacidad citotóxica frente a la línea celular DLD-1 en presencia del anticuerpo 











Figura 4.33 Expresión de PD-1 y citotoxicidad de células NK derivadas de pacientes con CCR activadas 
en presencia de un mAb bloqueante de PD-1. A) Se analizó la expresión de PD1 en las células NK 
(CD56+CD3-) de pacientes de CCR recién aisladas, o activadas durante 72 h con ILs solas o en combinación 
con Pembrolizumab. Los números en la esquina superior izquierda muestran el porcentaje de células 
correspondiente a cada cuadrante del diagrama. B) La población de células NK activadas se enriqueció a 
través de MACS, y se enfrentó a cultivos 2D de la línea celular DLD-1, durante 4 h, a un ratio efector:diana 
1:1. La muerte celular se analizó por citometría de flujo, determinando la exposición de PS en la 
membrana externa (Anexina-V) y la permeabilización de la membrana (7-AAD), como se describe en 
materiales y métodos. Los datos muestran A) un ejemplo representativo de la evolución del receptor PD-
1 con la activación; B) la media±SEM de la citotoxicidad de 4 donantes independientes tras restar los 
respectivos controles sin células NK, donde la muerte celular fue siempre <15%. Se realizó el análisis 
estadístico ANOVA de un factor. 
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4.3.7    Discusión  
 La generación de protocolos que permitan la activación y expansión de las células NK 
es un requisito esencial para su aplicación como inmunoterapia contra el cáncer. Por lo tanto, 
durante los últimos años se han ido estudiando distintos estímulos basados principalmente en 
ILs, moléculas y células estimuladoras. La selección de un determinado estímulo conlleva 
diferencias en la activación de las células NK, tal y como se ha descrito previamente (566); y 
también puede tener un impacto en la proliferación y supervivencia de estas células durante la 
expansión. En este trabajo se ha valorado el empleo de ILs solas, células estimuladoras LCL-EBV+ 
solas, o la combinación de ambas.  
 
En primer lugar, la IL-2 y la IL-15 han mostrado un papel esencial en la activación, 
proliferación y supervivencia de las células NK (659). Pero, del mismo modo que se ha descrito 
en la literatura, el empleo de estas ILs no proporcionó grandes tasas de expansión, ni fue capaz 
de mantener el cultivo durante un tiempo prolongado (346). Cabe destacar que en estos 
estudios se utilizó una dosis dosis alta de IL-2 (1000 UI/mL), frente a la dosi utilizada en este 
trabajo (100 UI/mL) (187, 391). Por otro lado, también se ha encontrado que la respuesta a la 
estimulación con ILs depende de si las células NK son cultivadas como población purificada o 
dentro del conjunto de PBMCs (con o sin la eliminación de las células CD3+), con resultados más 
favorables para la segunda opción. No obstante, los mayores incrementos en la tasa de 
expansión de las células NK, mediante la estimulación con ILs, se han relacionado con el empleo 
combinado de moléculas estimuladoras como los mAb, alemtuzumab (anti-CD52) o anti-CD16 
(187). 
 
 En este sentido, diversas publicaciones han mostrado que las células estimuladoras son 
capaces de mejorar los resultados obtenidos a través del cultivo con ILs solas. Tanto la 
estimulación con PBMCs alogénicos, como con líneas celulares inactivadas, han conseguido 
altas tasas de expansión, variando en función del protocolo entre 100 - >1.000 veces (187). No 
obstante, estos protocolos suelen combinar las células estimuladoras con ILs y otros compuestos 
(OKT3, concavalina A, ionomicina) (187, 660); e incluso se han generado líneas celulares 
modificadas genéticamente que expresan moléculas de co-estimulación (4-1BBL, CD86, OX40-L, 
etc.) o ILs ancladas a la membrana (IL-15 e IL-21) (406, 661, 662). Dentro de las líneas celulares 
más comúnmente utilizadas en la expansión de las células NK se encuentran la K562, derivada 
de leucemia mieloide crónica, y las LCL. En este trabajo se descartó el empleo de la línea celular 
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K562, ya que estudios previos Del grupo demostraron una mejor activación de las células NK con 
la LCL-EBV+ R69 que con la combinación K562 + IL-2 (242, 566). De este modo, se compararon 
las LCL-EBV+ R69 y 721.221. 
 
 El potencial que presentan las LCL-EBV+ en la activación y proliferación de las células NK 
ya fue descrito anteriormente (409). Después, otros estudios han utilizado estas células 
estimuladoras para desarrollar diversos protocolos de expansión (410, 663). La línea celular R69 
se caracteriza por expresar tanto HLA-I, con todos los epítopos conocidos de los KIR, como HLA-
II. Mientras que la línea celular 721.221 es deficiente en HLA-I, pero mantiene la expresión de 
HLA-II (664, 665). Trabajos anteriores en el grupo demostraron que ambas líneas celulares eran 
capaces de activar a las células NK sin necesidad de ILs. Por ello se propuso que la activación no 
estaba restringida por HLA-I. Además, tampoco observaron cambios en el patrón de expresión 
de receptores de las células NK tras su activación con la línea celular R69 o K562 (deficiente en 
HLA-I) (242, 566, 567). Sin embargo, en este trabajo se ha observado que únicamente la línea 
celular R69 sola era capaz de mantener la expansión a lo largo de los 21 días de cultivo; mientras 
que el cultivo con la línea celular 721.221 sola comprometió la viabilidad de las células NK en la 
última semana de ensayo. No obstante, los resultados para la estimulación con la línea 721.221 
se obtuvieron a través de una expansión simultánea de los donantes, por lo que éstos se podrían 
contrastar con un ensayo independiente.  
  
 Por otro lado, la combinación de estas células estimuladoras con ILs proporcionó un 
estímulo más fuerte y ofreció los mejores resultados de expansión. En esta ocasión se 
observaron tasas muy variables en función de los donantes. Pero, en línea con los datos 
anteriores, tampoco se asoció a una restricción de HLA-I. De este modo, podría considerarse la 
implicación de otras señales en la respuesta de las células NK. De hecho, Tremlay-McLea et al. 
observaron que las células estimuladoras deficientes en HLA-I conferían distintas características 
a las células NK en función del patrón de ligandos de activación que expresaban (666). Además, 
también como un condicionante en la activación y expansión, otros estudios han valorado el 
impacto de las interacciones entre las líneas celulares estimuladoras, las células NK y otras 
poblaciones accesorias de los PBMCs (667, 668); así como las citoquinas liberadas por las propias 
LCL-EBV+, especialmente IL-12 e IFN-ɣ (669, 670). 
   
Este trabajo se ha centrado en el desarrollo de un protocolo de activación a partir de 
muestras de sangre periférica. Sin embargo, distintos estudios han utilizado una variedad de 
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fuentes de células NK, como cordón umbilical, células pluripotentes, o incluso líneas celulares. 
No obstante, más del 90% de los ensayos clínicos están basados en la expansión de células NK 
derivadas de sangre periférica (187). Aun así, protocolos de expansión similares a los utilizados 
en estos ensayos, se han aplicado a la expansión de células NK provenientes de otras fuentes. 
En el trabajo de Sánchez-Martínez et al obtuvieron tasas de expansión superiores a 50 veces tras 
10 días de cultivo de los PBMCs provenientes de cordón umbilical con la línea linfoblastoide PLH 
en combinación con IL-2 e IL-12 (387).  
 
El empleo de células NK derivadas de sangre periférica implica, de partida, una población 
heterogénea, con diferentes fenotipos y funciones. Sin embargo, la división principal se basa en 
la mayor o menor expresión del marcador CD56. Además, las dos poblaciones resultantes de 
esta división también se caracterizan por una expresión diferencial del receptor CD16. Así se 
definen las células NK CD56dimCD16bright y CD56brightCD56dim. Las primeras representan alrededor 
del 90% de las células NK circulantes, con una función principalmente citotóxica (671); mientras 
que las segundas son predominantemente productoras de citoquinas (672). No obstante, se ha 
descrito que estas poblaciones, y sus funciones, se ven alteradas tras la activación con distintos 
estímulos. De hecho, se ha demostrado que las células CD56bright son capaces de responder a IL-
2 e IL-12 e incrementar su capacidad citotóxica hasta los niveles característicos de las células 
CD56dim (672, 673).  
 
En este trabajo se observó que la activación basada en ILs (IL-2 e IL-15) producía un 
enriquecimiento de la población CD56bright y una pérdida de CD16, tal y como se había descrito 
previamente (620). Por otro lado, se observó que la activación con células estimuladoras (LCL-
EBV+) solas o combinadas con ILs conllevaba un enriquecimiento de la población CD56bright. En 
cuanto a CD16, durante la primera semana hubo un icremento de la población CD16dim, pero 
posteriormente el cultivo se volvió a enriquecer en una población CD16bright. Probablemente, 
esto se deba a una mayor proliferación de este último subgrupo de células NK. Además, surgió 
una nueva población caracterizada por la expresión de CD56bright/CD16bright. Estos resultados son 
acordes a los descritos por otros estudios  en los que la activación con algunas citoquinas  (674), 
o con las células estimuladoras R69 (242), daba lugar al desarrollo de células NK con una alta 
expresión de ambos marcadores. Funcionalmente, ambos estudios encontraron que estas 
células NK tenían un potencial citotóxico alto, tanto frente a líneas de neoplasias hematológicas 
como derivadas de tumores sólidos (242, 566). De hecho, en el trabajo de nuestro grupo se 
observó un incremento en la expresión intracelular de granzima B en esta población (242).  
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Tanto en estudios previos como en este trabajo se ha observado un aumento de la 
capacidad citotóxica de las células NK activadas a través de LCL-EBV+ (667, 675). Sin embargo, 
en estos casos, las condiciones de activación se limitaban a tiempos cortos de alrededor de una 
semana. Por el contrario, la activación de las células NK a largo plazo puede implicar cambios 
relacionados con una estimulación crónica. De hecho, se ha observado que el tratamiento 
continuado con IL-15 es capaz de mejorar la proliferación de las células NK, pero a expensas de 
su agotamiento funcional (676). En este trabajo, tanto el empleo de la línea estimuladora R69 
(sola o en combinación con ILs), como el empleo de la línea celular 721.221+ IL-2 + IL-15, fueron 
capaces de mantener la proliferación y la capacidad citotóxica de las células NK a lo largo de los 
21 días de cultivo. Como se ha descrito, estas dos líneas celulares presentan diferencias en la 
expresión de HLA-I. Y en trabajos anteriores se propuso que la activación inducida por las LCL-
EBV+ era independiente de la expresión de HLA-I (242). En línea con ello, en nuestro estudio la 
falta de expresión de HLA-I no indujo anergia en las células NK en el cultivo a largo plazo, frente 
a lo que podría esperarse como un mecanismo de tuning. De hecho, otros estudios han 
observado que una estimulación constante a través del receptor de activación NKG2D 
compromete la actividad anti-tumoral de las células NK  (677). Y aunque podría pensarse que 
las ILs usadas en este trabajo podrían revertir la anergia de las células NK, el estudio de Courdet 
et al. también se llevó a cabo en presencia de IL-2; por lo que no está claro el mecanismo que 
induce la activación a largo plazo de las células NK. En este sentido, otros estudios que han 
utilizado la línea estimuladora K562 (carente de HLA-I y HLA-II), modificada para expresar en la 
membrana moléculas co-estimuladoras como OX40-L o 4-1BB e  ILs como IL-15 o IL-21, también 
han descrito una alta tasa de expansión de las células NK sin comprometer su citotoxicidad (406, 
661). Puede ser que las líneas celulares K562, R69 y 721.221 no expresen los suficentes ligandos 
de NKG2A (621). 
  
Finalmente, y a partir de los datos expuestos, se seleccionó el protocolo basado en la 
combinación de células R69 + IL-2 + IL-15 para futuros ensayos de expansión de las células NK. 
No obstante, su adaptación en la clínica en condibiones GMP requerirá modificaciones de las 
condiciones y medios de cultivo utilizados en este trabajo, por lo que habrá que asegurar que 
no se produzca un impacto negativo en la activación y proliferación de las células NK.   
 
Por otro lado, uno de los factores de calidad de ACT basada en células NK es la pureza 
de las células transferidas. En un contexto de alo-reactividad, la presencia de linfocitos T 
generaría GvHD. Además, se ha descrito que las células B de los donantes pueden dar lugar a 
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desórdenes linfoproliferativos, si se reactivan ciertas infecciones virales (EBV), o anemia debida 
al síndrome del linfocito pasajero (187, 678). Es por ello que en los protocolos clínicos se suelen 
hacer varias rondas de purificación de las células NK; por ejemplo, mediante la eliminación de 
los linfocitos T (CD3+) y la selección de las células NK (CD56+). De hecho, estudios acerca del 
desarrollo de protocolos para la aplicación clínica han propuesto la purificación de las células NK 
antes de comenzar su expansión (391).   
 
No obstante, otras poblaciones presentes en el conjunto de los PBMCs pueden colaborar 
en la activación y expansión de las células NK. Como ya se ha descrito, los PBMCs autólogos o 
alogénicos actúan como células estimuladoras, mejorando las tasas de expansión de las células 
NK purificadas y cultivadas sólo en presencia de ILs (187). De hecho, se ha comprobado que los 
monocitos intervienen en la expansión de las células NK (187, 391, 679). Además, estudios 
previos en el grupo mostraron que la eliminación de las poblaciones CD4+ y CD8+, durante la 
activación con las células estimuladoras R69, no tenía un efecto negativo sobre la citotoxicidad 
de las células NK. Sin embargo, cuando estas células se activaban como población purificada 
(CD56+) sí veían disminuida su capacidad citotóxica frente a líneas celulares de neoplasias 
hematológicas más resistentes, como el linfoma RAJI o el mieloma múltiple U2937.  
 
 En este trabajo se evaluó el efecto de la eliminación de la población CD3+ sobre la 
activación y la expansión de las células NK. Para ello, se utilizó como estímulo la combinación de 
las células estimuladoras R69 + IL-2 + IL-15. Aunque el número de pacientes analizado no es 
representativo estadísticamente, no se observaron variaciones en la tasa de expansión o la 
capacidad citotóxica de las células NK en función de la presencia de linfocitos T. Sin embargo, sí 
se obtuvo una mayor pureza del cultivo, alcanzando un 60-90% de células NK a partir de la 
segunda semana de expansión. Por lo tanto, la eliminación previa de la población de linfocitos T 
puede resultar beneficiosa en la implementación del protocolo a nivel clínico.  
 
 A un nivel posterior, la eficacia clínica de la ACT basada en células NK en CCR dependerá 
de la capacidad de estas células de migrar hasta el tumor y ejercer allí sus funciones citotóxicas. 
Por ello, se analizaron un conjunto de receptores que pueden definir su direccionamiento y 
respuesta anti-tumoral.  
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 En primer lugar se estudió el receptor de quimiocinas CXCR3, que reconoce CXCL-4, 
CXCL-9, CXCL-10 y CXCL-11 (622). En este trabajo se detectó en las células NK recién aisladas, y 
su nivel incrementó significativamente tras la activación. Otros estudios han descrito que este 
receptor se encuentra expresado por las células NK circulantes, pero que su nivel disminuye al 
adquirir el fenotipo maduro CD56dim (189). Además, se ha caracterizado como un receptor 
esencial para la infiltración de las células NK en los tumores sólidos (680). En cuanto al efecto de 
la activación sobre este receptor, existen discrepancias entre una diminución (681) o un 
aumento (682, 683) de su expresión tras la exposición a IL-2. Probablemente esto se deba a la 
dosis utilizada para la activación, de manera que dosis altas de IL-2 indujeron su sobreexpresión. 
De hecho, otros estudios del grupo revelaron la sobreexpresión del receptor mediante la 
activación con las células R69, pero no con IL-2 (521). 
 
 Posteriormente, se estudiaron algunos de los receptores de activación (NKp44) e 
inhibición (NKG2A) de las células NK. La expresión de NKp44 constituye una prueba del estado 
de activación de estas células. El receptor NKp44 no se encuentra en las células NK recién 
aisladas y, se ha observado que se expone en la superficie tras la activación in vitro con ILs (684) 
o células estimuladoras (242). Consecuentemente, en este trabajo se encontró un incremento 
del nivel de NKp44 en prácticamente toda la población de células NK activadas. Además, este 
incremento fue progresivo con el tiempo de expansión. El papel de este receptor en la 
eliminación de los tumores de CCR, y más específicamente en el contexto de las células NK 
activadas, todavía tiene que ser evaluadao. Sin embargo, otros estudios han demostrado su 
efecto anti-tumoral tras la unión a sus respectivos ligandos (684-686). Por otro lado, el receptor 
de inhibición NKG2A se ha establecido como un checkpoint inhibitorio de la regulación de la 
inmunidad anti-tumoral de las células NK (142, 484). Además, estudios histopatológicos han 
revelado la presencia de células NK NKG2A+, y una alta expresión de su ligando HLA-E, en 
tumores de CCR, entre otros (484). Por ello, se ha propuesto como una diana para los 
tratamientos de inmunoterapia con mAb, y se ha desarrollado el mAb bloqueanteMonzalizumab 
(484). En este trabajo, y en relación con lo observado anteriormente (242, 410), se produjo una 
incremento en los niveles del receptor con la activación. Probablemente, este hecho se deba a 
un mecanismo de compensación en la señalización de los receptores de activación e inhibición 
para asegurar la tolerancia hacia las células sanas.  
 
 Finalmente, se analizó la expresión de otros checkpoints que han mostrado estar 
implicados en la regulación de los linfocitos T pero cuyo papel en la actividad de las células NK 
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no está tan claro. Además, la activación de las células NK in vitro podría suponer diferencias en 
su patrón de expresión o su papel en el balance de señales. Concretamente, se estudiaron los 
receptores CTLA-4, PD-1, TIM-3 y LAG-3. 
 
 El checkpoint CTLA-4 es uno de los principales reguladores de tolerancia periférica de 
los linfocitos T tras su activación. Su exposición permanente a nivel extracelular es un signo de 
agotamiento, y su bloqueo a través de mAbs ha sido capaz de restaurar la respuesta anti-tumoral 
de los linfocitos T (687). Sin embargo, ha sido poco estudiado en el contexto de las células NK. 
Inicialmente, fue descrito en células NK de ratón activadas con IL-2, con un papel inhibidor en la 
producción de IFN-ɣ (688). En humanos, tras la estimulación con ILs, Lougaris et al. (689) 
encontraron una fuerte sobreexpresión del receptor a nivel intracelular; mientras que Hirakawa 
et al. (690) encontraron niveles bajos a nivel extracelular aunque significativamente superiores 
al control sin estimular; y Choi et al. no observaron diferencias respecto a las células NK recién 
aisladas (691). En este trabajo, la expresión de CTLA-4 a nivel extracelular sólo resultó 
significativa en la activación con las células R69 + IL-2 + IL-15 a día 7 de expansión, con un nivel 
bajo y con una gran variabilidad en los resultados. Es por ello, que el aumento del número de 
muestra estudiado, así como su detección a nivel intracelular, contribuirían a aclarar la evolución 
de este receptor durante la activación. Mientras tanto, su implicación en la actividad de las 
células NK debería comprobarse a través de ensayos funcionales, como el bloqueo de esta vía 
de señalización. En este sentido, Lang et al. mostraron que las células NK no muestran expresión 
de CTLA-4 y que su bloqueo no aumenta la actividad de las células NK (692).   
  
 Otro de los checkpoints que cuenta con pocos estudios en células NK es LAG-3. Este 
receptor fue inicialmente descrito en linfocitos T y células NK activadas ((171). Dado que se 
conoce su implicación en el agotamiento de los linfocitos T, se han desarrollado mAbs para  
bloquear su señalización; y se ha observado un efecto sinérgico con PD-1. De hecho, Zhou et al. 
determinaron que el bloqueo de LAG-3 era capaz de devolver la función de los linfocitos T CD8+ 
derivados de muestras de CCR (627). Sin embargo, existe poca información acerca de su 
implicación en la actividad anti-tumoral de las células NK, y no está claro si tiene un efecto sobre 
su capacidad citotóxica (158, 173, 693). No obstante, algunos estudios han encontrado células 
NK LAG3+ en los linfocitos infiltrantes de algunos tumores (172).En este trabajo, se ha observado 
el incremento de la expresión de LAG-3 en un porcentaje variable de las células NK activadas, 
llegando a alcanzar el 40% para algunos donantes y condiciones. Por ello, en futuros estudios, 
puede resultar interesante valorar el efecto de este eje sobre las células NK activadas.  
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 Por su parte, TIM-3 se ha descrito en las células NK recién aisladas de donantes sanos, 
especialmente en la población CD56dim, y regula ciertos estados de tolerancia a nivel fisiológico 
(158, 173). Ensayos in vitro han mostrado un incremento de su expresión tras la estimulación 
con ILs (158, 168).  De manera análoga, en este estudio se observó este mismo efecto con los 
protocolos de activación analizados, aunque sólo resultó significativo en el caso de la 
combinación de R69 + IL-2 + IL-15, probablemente debido al pequeño tamaño de la muestra. 
Por otro lado, la función de este receptor en las células NK es controvertida, habiéndose 
implicado en procesos de activación e inhibición. Por ejemplo, su unión con Gal-9 ha mostrado 
inducir la liberación de IFN-ɣ (168). Mientras que en un contexto tumoral in vivo, su expresión 
se  ha correlacionado con peor pronóstico y una pérdida de función de las células NK (145, 158, 
173, 694); aunque un trabajo centrado en el CCR lo ha asociado a estadios menos avanzados 
(695). Además, algunos estudios han demostrado que el bloqueo de este receptor es capaz de 
recuperar dicha función (169, 630). Opuestamente, otros han descrito que el bloqueo de TIM-3 
reduce la citotoxicidad de las células NK frente a líneas de cáncer de páncreas (696). Es por ello 
que en este trabajo se evaluó el efecto de un mAb anti-TIM-3 sobre la capacidad citotóxica de 
células NK recién aisladas y NK activadas frente a líneas de CCR. Dicho anticuerpo bloquea los 
sitios de unión de CEACAM-1 y fosfatidilserina (697). Sin embargo, ni en los ensayos con células 
NK recién aisladas, ni con células NK activadas, se observó un efecto del bloqueo frente a las 
líneas celulares DLD-1, HCT-116 y HT-29. Además, esta última línea celular había mostrado 
previamente una alta expresión del ligando de TIM-3, CEACAM-1 (apartado 4.1.2).  
 
 Por último, el checkpoint PD-1 ha sido uno de los más estudiados en el campo de la 
inmunoterapia. Se ha descrito en linfocitos T activados, regulando tolerancia periférica, pero 
también en linfocitos T anérgicos en tumores e infecciones crónicas (698). De hecho, los mAbs 
dirigidos a su bloqueo han proporcionado buenos resultados en el tratamiento de tumores con 
infiltración de linfocitos T. En cuanto a las células NK, su papel es más controvertido. El estudio 
de donantes sanos ha revelado, en general, niveles bajos de expresión (146), y no parece estar 
implicado en la tolerancia de estas células. Sin embargo, se ha encontrado sobreexpresado en 
las células NK de pacientes con cáncer, relacionándose con un peor pronóstico y una inhibición 
de la respuesta anti-tumoral (147, 174, 699, 700). Además, diversos estudios in vitro han 
mostrado que los mAbs frente al eje PD-1/PD-L1 son capaces de devolver la respuesta de las 
células NK (147, 700); y  en los estudios in vivo se ha visto que las células NK contribuyen a la 
eficacia de estos mAbs (174, 175, 701). Así, en este trabajo se estudió el bloqueo de PD-1 en las 
células NK provenientes de pacientes de CCR. Del mismo modo que se había descrito, estas 
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células expresaron altos niveles del receptor. Sin embargo, al enfrentar las células NK recién 
aisladas de pacientes de CCR a las líneas celulares de CCR, no se observó un efecto del anticuerpo 
Pembrolizumab, probablemente debido a la baja citotoxicidad basal inducida por éstas. Por otro 
lado, la activación con ILs redujo la expresión de PD-1, probablemente por la reversión del 
fenotipo exhausto (623). El bloqueo de PD-1 en las células activadas de estos pacientes, bien 
durante el tiempo de ensayo o durante toda la activación, resultó en una tendencia hacia una 
mayor capacidad citotóxica. Aunque estos resultados no resultaron significativos, sería 
necesario un incremento del número de muestra para poder asegurar o descartar su efecto. 
Frente a estas observaciones, y también condicionado por el tamaño de muestra y la 
citotoxicidad basal de las células recién aisladas, no se observó ningún efecto de Pembrolizumab 
sobre las células NK provenientes de donantes sanos. En un principio, estos resultados son 
acordes con el bajo nivel de expresión de PD-1. Además, Mariotti et al. describieron que en las 
células NK de los donantes sanos existe una reserva intracelular de PD-1 con un nivel bajo de 
expresión; la cual no vieron que se incrementara o se expusiera en la membrana tras la 
activación con IL-2 (702).  En esta línea, y aunque algunos estudios han obtenido resultados 
opuestos tras la activación de las células NK (147, 703), en este trabajo sólo se observó un 
incremento significativo del nivel de PD-1 en determinados días y condiciones de expansión, lo 
que puede relacionarse con una respuesta variable de los donantes analizados frente a los 
estímulos. En este sentido, el bloqueo del receptor durante la interacción de las células NK con 
las líneas celulares de CCR no mejoró la citotoxicidad de éstas, ni individualmente ni en 
combinación con el anticuerpo anti-TIM3, pese a que las líneas analizadas expresan PD-L1. Sin 
embargo, en estudios que se están desarrollando actualmente en el grupo se ha observado una 
sobreexpresión transitoria de PD-1 en la membrana de las células NK durante el proceso de 
degranulación. Por lo tanto, podría ser que, en condiciones de una alta expresión de PD-L1, las 
células NK sí vieran afectada su capacidad citotóxica, tal y como describieron Bellucci et al. (704). 
En este trabajo el cultivo en condiciones 3D  incrementó la expresión de PD-L1 en las líneas 
celulares CaCo-2 y HT-29 (apartado 4.1.2, las cuales se encuentran dentro de las más resistentes 
a la citotoxicidad inducida por las células NK en este modelo. Y aunque el incremento de PD-L1 
en el modelo en 3D varió en función del momento de la determinación, los ensayos de 
citotoxicidad que se recogen en este trabajo para estas líneas celulares se correspondieron con 
las determinaciones más altas. No obstante, tanto para demostrar su implicación en la actividad 
de las células NK, serían necesarios ensayos de bloqueo en estas condiciones de cultivo. Por otro 
lado, la valoración del bloqueo de PD-1 durante la activación de estas células requeriría 
aumentar el tamaño de muestra. En este caso se observó una tendencia hacia una mayor 
actividad citotóxica que no llegó a resultar significativa. En este contexto, el efecto de 
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Pembrolizumab podría deberse a una alteración en las interacciones intercelulares durante la 
activación, del mismo modo que se ha propuesto que ocurre entre las células NK y los linfocitos 
Treg en el TME, favoreciendo el grado de activación de las células NK (701).  
 
Por lo tanto, a falta de estudios adicionales, las células NK alogénicas una vez activadas 
no parecen estar restringidas por los checkpoints considerados al enfrentarse a líneas celulares 
de CCR. Su administración en combinación con inhibidores de PD-1 u otros checkpoints podría 
mejorar su resultado al considerar su acción dentro del TME, dado que en este caso podrían 
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4.4 Evaluación de la capacidad anti-tumoral de las células NK alogénicas expandidas 
sobre CCR en un modelo de xenotrasplante en ratón.  
 
4.4.1 Tratamiento de tumores subcutáneos de líneas celulares de CCR con células NK 
expandidas 
Hasta el momento, las células NK activadas habían mostrado ser capaces de eliminar a 
las líneas celulares de CCR, cultivadas in vitro en modelo 2D y 3D. Además, se había conseguido 
establecer un protocolo que permitía expandir adecuadamente estas células. Es por ello que se 
planteó estudiar la capacidad de las células NK alogénicas para controlar el desarrollo del CCR in 
vivo. 
 
Se diseñó un modelo de xenotrasplante subcutáneo (SC) en ratones inmunodeprimidos 
NSGTM, que carecen de linfocitos T y B maduros, células NK y complemento; y son deficientes en 
macrófagos y células dendríticas. Para la generación del tumor se seleccionó la línea celular HCT-
116, ya que había resultado ser la más resistente en el modelo 3D (apartado 4.2.2. Tras su 
inoculación, se procedió al tratamiento de los ratones según el esquema indicado (Figura 4.34). 
Los ratones del grupo “tratamiento temprano” (Figura 4.34A) recibieron la primera dosis de 
células NK a día 7 post-inoculación, cuando el tumor era apreciable por palpación pero no 
visualmente (tamaño <50 mm3). Por otro lado, los ratones del grupo “tratamiento tardío” 
(Figura 4.34B) recibieron la primera dosis de células NK a día 9 post-inoculación, cuando el tumor 
era apreciable visualmente (tamaño 50-100 mm3). Los dos grupos recibieron 3 dosis de 
tratamiento a intervalos de 48 horas. En cada dosis se administraron 10x106 células NK 
expandidas, provenientes de distintos donantes, en combinación con 10 µg de IL-2. Antes de 
cada administración, se aseguró que la pureza de las células NK era >90% (Figura 4.34C). Por su 
parte, el grupo control sólo recibió 10 µg de IL-2 en los mismos días que los demás ratones 

































Figura 4.34 Protocolo para el tratamiento de tumores subcutáneos de CCR con células NK expandidas. 
Los ratones NSGTM fueron inoculados por vía SC con 2x106 células HCT-116. A los A) 7 días (tratamiento 
temprano) o B) 9 días (tratamiento tardío) se inició el esquema de tratamiento basado en la 
administración IP de 10x106 células NK y 10 µg de IL-2 por ratón. Esta dosis se repitió 3 veces en intervalos 
de 48 horas. C)  Los ratones control solo recibieron IL-2 en los mismos días de la administración del 
tratamiento.  
RESULTADOS Y DSCUSIÓN 
 
179 
 Se observó que la administración temprana de células NK expandidas era capaz de retener el 
crecimiento tumoral durante el tiempo tratamiento (Figura 4.35). En tiempos posteriores, esto se tradujo 
en un retraso de la evolución tumoral y una mayor supervivencia. Sin embargo, la administración tardía 
de las células NK expandidas no fue capaz de retener el crecimiento tumoral (Figura 4.35), y la 
supervivencia de los ratones fue similar a la del grupo control.  
 
 
Figura 4.35 Efecto de la actuación de células NK expandidas sobre el desarrollo del CCR in vivo. Los 
ratones NSGTM fueron inoculados por vía SC con 2x106 células HCT-116. A los 7 días se inició tratamiento 
temprano, y a los 9 días el tratamiento tardío, con 10x106 de células NK y 10 µg de IL-2 por ratón (línea 
punteada). Esta dosis se repitió 3 veces en intervalos de 48 horas.  Los ratones control solo recibieron IL-
2 sola en los mismos días de la administración del tratamiento (línea continua). Se analizó el crecimiento 
tumoral y la supervivencia de los ratones hasta los criterios de punto final (1000 mm3) o hasta los 40 días 
desde la inoculación tumoral, tal y como se explica en materiales y métodos. Los datos representan la 
media±SEM del volumen tumoral y la supervivencia a lo largo del tiempo. Los grupos control y tratamiento 
temprano contaron con un total de 10 ratones en 2 experimentos independientes. El grupo tratamiento 
tardío contó con un total de 6 ratones en un único experimento. Se realizó el análisis estadístico ANOVA 
de dos factores en la gráfica del desarrollo tumoral, y el test Log-rank (Mantel-Cox) en la gráfica de 
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4.4.2    Discusión 
 Los modelos in vivo permiten estudiar el comportamiento de las células NK transferidas 
dentro de un organismo. Así, se hace posible valorar fenómenos de migración, interacción con 
el entorno y citotoxicidad frente a la masa tumoral. En este trabajo, gracias al modelo 3D, ya se 
hizo una aproximación a un estudio más fisiológico de la actividad de las células NK. No obstante, 
el estudio in vivo aportó nueva información a la evaluación de la eficacia de esta ACT.  
 
 No obstante, este modelo presenta limitaciones relacionadas con el estado de 
inmunodepresión de los animales. Así, el TME que desarrolla el tumor está condicionado por la 
ausencia de ciertas poblaciones inmunes, como linfocitos T, B y NK, y la deficiencia en 
macrófagos y células dendríticas. Además, es de esperar que el comportamiento de un tumor 
generado como xenotrasplante SC no se comporte como un modelo ortotópico (localizado en el 
lugar de origen del tumor primario).  
  
 Las líneas celulares humanas de CCR ya se han utilizado en otros estudios para generar 
modelos in vivo de este tipo de tumor. Algunas de las líneas celulares más utilizadas han sido la 
Colo-205, HT-29,  HCT-116 y SW620 (624-628). Esencialmente, estos estudios se han basado en 
el análisis de sus propiedades de crecimiento (626, 627), invasión (629, 630), o su sensibilidad a 
ciertas drogas (624). Los primeros son interesantes ya que describen el comportamiento de las 
líneas celulares de CCR injertadas en la especie murina. Por ejemplo los tumores de la línea HCT-
116 ha mostrado ser capaces de crecer más rápidamente que los de la línea HT-29, en un modelo 
SC (626); y en un modelo ortotópico su tasa de crecimiento también resultó superior a la de  las 
líneas celulares DLD1 y SW620 (631). Estos estudios también delatan diferencias entre los 
modelos de trasplante SC y ortotópico (627, 628). Por ejemplo, algunos estudios han detectado 
la necesidad de implantar un mayor número de células para el establecimiento del modelo 
ortotópico (629). Este modelo también se caracteriza por generar metástasis hepáticas (625, 
628), y una mayor infiltración de células inmunes adaptativas y células NK (en ratones nude) 
(628, 629). Este estudio del TME también se ha llevado a través de líneas celulares de ratón de 
CCR, que se pueden implantar en ratones inmunocopetentes, capaces desarrollar un TME 
completo y representar los procesos fisiológicos del desarrollo tumoral (629, 632, 633). 
  
 No obstante, la evaluación de un protocolo de ACT basado en células NK humanas 
requiere que las líneas tumorales utilizadas como diana tengan el mismo origen. La capacidad 
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anti-tumoral de las células NK humanas activadas, en modelos in vivo, se ha evaluado en otros 
estudios frente a distintos tipos tumorales, como mieloma múltiple (634), CCR (488, 635), mama 
(636), o glioblastoma (637). Los esquemas de tratamiento que se han descrito son diversos. Por 
lo general, suelen utilizar administraciones de 2-10 x106 de células NK, que se repiten varias 
veces  a distintos intervalos de tiempo. También existen variaciones en las vías de 
administración: peritumoral, IP o intravenosa. En este trabajo, se seleccionó la administración 
IP para simular la migración de las células hasta el tumor. En general, todos los artículos 
observaron una reducción del volumen tumoral y un retraso en su crecimiento. Estos resultados 
son los que se obtuvieron con el tratamiento temprano con células NK expandidas. En este grupo 
experimental, el crecimiento tumoral comenzó a desarrollarse más rápidamente a partir del día 
15 de ensayo, probablemente debido a la desaparición de las células NK transferidas. De hecho, 
como se ha comentado anteriormente, la vida media de las células NK es en torno a 7 días. Y en 
este grupo experimental la última administración del tratamiento se había realizado a día 11. 
Por lo tanto, se podrían plantear modificaciones del esquema de tratamiento, variando los días 
de administración de las células NK o incluso de la IL-2, ya que la administración concomitante 
de esta IL es necesaria para mantener la viabilidad de las células transferidas (331, 638, 639). Sin 
embargo, la administración tardía de las células NK no fue capaz de controlar el crecimiento 
tumoral. En este ensayo se utilizó un pool de células NK provenientes de distintos donantes en 
cada administración para asegurar que el resultado no estuviera condicionado por la 
complementariedad entre la línea tumoral y las células NK. Así, estos resultados pueden deberse 
a que la tasa de crecimiento de las células HCT-116 fuera superior a la acción citotóxica de las 
células NK. No obstante, se apreció una retención del crecimiento tumoral durante los días de 
la administración de las células NK. Aunque este resultado ha de contrastarse en nuevos 
experimentos que aumenten el tamaño de muestra. Independientemente, es conveniente 
señalar que la línea celular HCT-116 resultó ser la más resistente a la acción de las células NK en 
el modelo 3D. Además, en las publicaciones previas se ha descrito una tasa de replicación 
superior a otras líneas celulares de CCR implantadas en el modelo de ratón. Por ello, aunque son 
necesarios estudios adicionales, los resultados obtenidos hasta el momento apoyan la actividad 















































































Los resultados descritos en este trabajo permitieron obtener las siguientes conclusiones. 
 
1. Las líneas celulares de CCR permiten representar los distintos estados moleculares y 
fisiopatológicas del CCR y, del mismo modo, presentan diferencias en su capacidad de 
establecer cultivos convencionales y 3D.  
2. Existen diferencias en los patrones de expresión de los ligandos de adhesión, activación e 
inhbición de las células NK en las distintas líneas de CCR. Además, las condiciones de cultivo 
implican variaciones en la expresión de estos ligandos, que pueden afectar a la sensibilidad 
al ataque de las células NK. 
3. La línea celular DLD-1 es la más resistente al efecto del 5-FU frente a CaCo-2, HCT-11, HT-
29 y SKCO-15. Los datos para todas ellas son consistentes con el patrón de resistencia a 5-
FU descrito en estudios anteriores. 
4. Las células NK recién aisladas no son capaces de eliminar a las líneas celulares de CCR en 
cultivos 2D. Sin embargo, en las condiciones analizadas, las células NK recién aisladas de 
algunos donantes son capaces de inducir la muerte de los esferoides de algunas de las líneas 
de CCR. 
5. La activación de las células NK con la línea estimuladora R69 incrementa su potencial 
citotóxico frente a cultivos 2D y 3D de las líneas celulares de CCR. Además, las condiciones 
de cultivo implican diferencias en la sensibilidad al ataque de estas células. Las líneas 
celulares Colo-201/Colo-205 y DLD-1 se establecen, respectivamente, como las más 
resistentes y la más sensible en el cultivo 2D. Mientras que la conformación 3D incrementa 
la resistencia de las células HCT-116, convirtiéndose en la menos sensible. La línea celular 
DLD-1 se mantiene como la más sensible en este modelo.  
6. La sensibilidad en 2D se correlaciona con el nivel la inestabilidad cromosómica y el estado 
de PI3K; y la sensibilidad en 3D se correlaciona con niveles bajos de HLA-ABC y PD-L1. 
7. Las células NK son capaces de infiltrar y eliminar esferoides de la línea celular HCT-116. Pero 
su comportamiento depende del ratio al que se enfrenten los esferoides y las células diana. 
Mientras que un ratio efector:diana alto muestra una mayor citotoxicidad, un ratio bajo 
favorece la infiltración de las células NK.  
8. En las condiciones de estudio, no existe una correlación entre la citotoxicidad inducida y el 




9. Las células NK activadas se ven afectadas por mutaciones en las vías de muerte celular 
(deficiencia en bax y bak o inhibición de las caspasas) de las líneas celulares de CCR. De 
hecho, las mutaciones que afectan a las proteínas pro-apoptóticas bax y bak parecen estar 
implicadas en la generación de resistencia modelos 3D de la línea celular HCT-116.  
10. La implicación de las vías de apoptosis y necroptosis, como mecanismos de muerte celular 
inducidos por las células NK activadas, parecen depender de las características intrínsecas 
de cada línea celular de CCR. La necroptosis no parece tener un papel en la muerte de las 
líneas celulares CaCo-2, HCT-116 y HT-29. 
11. La capacidad de proliferación de las células NK depende del estímulo utilizado. De este 
modo, la estimulación con ILs solas no permite una gran tasa de expansión ni el 
mantenimiento del cutlivo de a largo plazo. La expansión con células estimuladoras LCL-
EBV+  solas permite mantener el cultivo durante 21 días, pero genera una tasa de expansión 
baja. Mientras que la combinación de las ILs con células estimuladoras LCL-EBV+ ofrece los 
mejores resultados.  
12. La activación y expansión de las células NK induce cambios en  la expresión de los 
marcadores CD56 y CD16. Así, con una activación basada en células estimuladoras LCL-
EBV+, en presencia o ausencia de ILs,  aparece una nueva población definida por expresar 
altos niveles de ambos marcadores. 
13. Las células NK activadas mantienen su potencial citotóxico a lo largo del tiempo de 
expansión. Además, la expansión con diferentes líneas estimuladoras, o la presencia de 
citoquinas, no conlleva diferencias en su citotoxicidad.  
14. La expansión de las células NK en ausencia de linfocitos T no altera su tasa de expansión ni 
su capacidad citotóxica. 
15. Las células NK recién aisladas expresan un nivel basal de los receptores NKG2A, CXCR3 y 
TIM-3; pero no muestran expresión (o a niveles bajos) de NKp44, CTLA-4, PD-1 o LAG-3. La 
activación supone un incremento del nivel y/o porcentaje de células NK que expresan 
NKG2A, CXCR3, NKp44 y LAG-3; pero un mantenimiento del nivel extracelular de CTLA-4 y 
PD-1.  
16. Los ejes regulados por los receptores TIM-3 y PD-1 no parecen estar implicados en la 
actividad de las células NK recién aisladas, ni activadas, provenientes de donantes sanos. 
Mientras que el efecto de la activación de las células NK de dichos donantes, en presencia 





17. Las células NK recién aisladas provenientes de los pacientes de CCR sobreexpresan el 
receptor PD-1, y su bloqueo podría suponer un beneficio en la capacidad citotóxica de las 
células NK de algunos de los pacientes.  
18. A través del esquema de tratamiento considerado, las células NK expandidas son capaces 
de controlar el crecimiento de tumores de CCR, con mutaciones de resistencia a droga, en 
sus primeras fases de desarrollo, o con baja carga tumoral; pero no parecen ser capaces de 
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ANEXO 1 -  Reactivos  
 
Tabla 1. Reactivos  
 
5-FU: 5-Fluorouracilo; 7-AAD: 7-Amino-Actinomicina D; DMSO: Dimetilsulfóxido; EDTA: Ácido 
Etilenaminotetraacético; FITC: Isotiocianato de Fluoresceína  Nec-1: Necrostatina-1; PFA: Paraformaldehído   
 
 
Tabla 2. Soluciones y tampones 
Tampón Composición Casa comercial 
ABB 1x, tampón de marcaje 
140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl2; 10 Mm 
HEPES/NaOH pH 7,4 
Elaboración propia 
Histopaque®-1077 Ficoll 1,077 g/mL Sigma 
Tampón de lisis de glóbulos rojos 
150 mM NH4Cl; 10 mM K2CO3; 0,1 mM EDTA; 
pH 7,2-7,4 
Alfa Aesar 
MACS, tampón de separación PBS; 0,5% SFB; 2mM EDTA Elaboración propia 
PBS 
45 g/L NaCl; 70 g/L KH2PO4; 1,1 g/L KH2PO4;  
pH 7,4 
Elaboración propia 
Solución de permeabilización 0,1% saponina; 5% SFB en PBS Elaboración propia 
 











5-FU Sigma 200 µM DMSO 0,01 -100 µM 
7-AAD Immunostep - - 1/100 
Anexina-V-FITC Immunostep - - 1,5/100 
Azul de tripano Sigma 0.4% 0,15 M NaCl   1:1  
BM Cyclin Roche 
Ciclina 1: 2,5 mg/mL 
Ciclina 2: 1,25 mg/mL 
PBS 
Ciclina 1: 10 µg/mL 
Ciclina 2: 5 µg/mL 
DMSO Sigma - - 10% (v/v) 
DNasa Roche 10 mg/mL Agua mili-Q 40 µg/mL 
EDTA PanReac  0,5 M - 2 mM 
eFluor 670 eBioscience 5 mM DMSO 3 µM 
GolgiStopTM BD - - 1/500 
Mitomicina C Sigma 0,5 mg/mL PBS 25 µg/mL 
Metilcelulosa de alta 
viscosidad (4.000 cp) 
Sigma - Medio basal 12 g/L 
MycoAlert 
Mycoplasma 
Lonza - - - 
Nec-1 Sigma 3 mM DMSO 30 µM 
PrestoblueTM ThermoFisher x10 - 1/10 
PFA PanReac  4% PBS 1% (v/v) 





ANEXO 2- Paneles para el análisis multiparamétrico de los marcadores de las células 
NK mediante citometría de flujo 
 
Tabla 1. Paneles de fluorocromos en el citómetro FACSCalibur 
FACSCalibur    
Láser Filtro FL Canal de fluorescencia Panel 1 Panel 2 Panel 3 
Láser azul 
488 nm 
530(30)BP 1 FITC/Alexa Fluor® 488 CD3-FITC PD-1-FITC - 
588(42)BP 2 PE CD56-PE NKp44-PE 
CXCR3-PE/ 
NKG2A –PE 
670LP 3 7-AAD/PerCP - CD3-PerCP CD3-PerCP 
Láser rojo 
635 nm 














Beckman GalliosTM    
Láser Filtro FL 
Canal de 




525(40)BP 1 FITC/ Alexa Fluor® 488 CD16-FITC 
575(30)BP 2 PE  






755 LP 5 PE-Cy7/ PE-Vio700 - 
Láser 
rojo 
 638 nm 
660(20)BP 6 APC/ Alexa Fluor® 647   
725(20)BP 7 APC-Alexa Fluor® 700 - 
750LP 8 APC-Cy7   
Láser 
violeta 
 405 nm 
450(40)BP 9 




Alexa Fluor 430/ 
VioGreen CD3-VioGreen 





Tabla 3. Paneles de fluorocromos en el citómetro Beckman GalliosTM para el fenotipado de 






















Beckman GalliosTM  
Láser Filtro FL 
Canal de 




525(40)BP 1 FITC/ Alexa Fluor® 488 MICA/B-VioBright515 
575(30)BP 2 PE 
Nectina-2-PE 
PVR-PE 









660(20)BP 6 APC/ Alexa Fluor® 647  B7H6-Alexa Fluor® 647 
725(20)BP 7 APC-Alexa Fluor® 700 - 
750LP 8 APC-Cy7  - 
Láser 
violeta 
 405 nm 
450(40)BP 9 
Alexa Fluor® 405/ 
VioBlue 
ULBP-1-Alexa Fluor® 405 
ULBP-2/5/6- Alexa Fluor® 405 
550(50)BP 10 
Alexa Fluor® 430/ 
VioGreen 
- 





ANEXO 3- Expresión de ligandos de las células NK 
Figura 1. Expresión de los ligandos de las células NK en la línea celular HCT-116. Se obtuvieron 
suspensiones monocelulares de los cultivo y se analizó de la expresión de los distintos ligandos mediante 
citometría de flujo, como se describe en materiales y métodos (apartado 3.3.3.1). Los datos representan 
histogramas de una determinación representativa del patrón de expresión característico de la línea HCT-
116 en 2D (línea continua) y 3D (línea punteada) frente al control FMO (del inglés, Fluorescence Minus 
One; gris). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
